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Krebs ist eine immer häufiger werdende Diagnose in Deutschland. Im Jahr 2008 erkrankten 
laut Daten des Robert Koch Instituts 470.000 Menschen neu an Krebs, für das Jahr 2012 ist 
mit einem Anstieg auf 490.000 Neuerkrankungen zu rechnen. 
Durch verbesserte Therapien konnte jedoch die Todesrate erheblich gesenkt werden. So 
starben 1980 noch etwa zwei Drittel der Krebspatienten an ihrer Erkrankung, während die 
Zahl aktuell weniger als die Hälfte beträgt (Robert-Koch-Institut 2012). 
Für die Behandlung von Krebs stellt in der Medizin, neben vielen anderen Methoden, nach 
wie vor die Strahlentherapie eine wichtige und effektive Behandlungsmethode dar. Etwa die 
Hälfte aller Krebspatienten erhält im Rahmen der Therapie eine Bestrahlung (Bourgier et al. 
2012). Mithilfe von Röntgenstrahlen können mittlerweile Tumore sehr präzise mit einer 
definierten Dosis bestrahlt werden. Die Strahlung bewirkt therapeutisch vor allem, dass das 
Erbgut der Krebszellen geschädigt wird, was zu einem Absterben der Zellen führen soll. 
Neben den DNA-Doppelstrangbrüchen, die für Zellen eine schwerwiegende und nicht immer 
reparable Schädigung darstellen, führt ionisierende Strahlung auch zur Bildung freier 
Radikale im Gewebe, die wiederum die Zelle schädigen und zudem auch die Signalvorgänge 
in den Zellen behindern können.  
Innerhalb des Tumors sind diese Effekte gewollt und erzielen den therapeutischen Nutzen. 
Jedoch kommt es auch heute trotz sehr begrenzter Strahlungsfelder noch immer zur 
Schädigung von umliegendem gesundem Gewebe. Diese Schädigung kann von örtlichen 
Rötungen bis hin zur Entstehung von neuen Tumoren verschiedenste Nebenwirkungen zur 
Folge haben und ist sowohl dosis- als auch gewebeabhängig. 
 
Ionisierende Strahlung selbst verursacht DNA-Schäden. Diese entstandenen Schäden müssen 
von der Zelle zuerst registriert und dann entsprechende Signale, meist in Form von 
bestimmten Signal-Proteinen, die eine Reparatur der Schäden veranlassen weitergegeben 
werden. Für die Reparatur der DNA ist es notwendig, anschließend den Zellzyklus zu 
stoppen, um dann die entsprechenden Reparaturprozesse einzuleiten. Ist eine Reparatur 
aufgrund der Schäden nicht mehr möglich, wird der Zelltod eingeleitet. 
DNA-Schäden können grob in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum einen treten Basen- und 
Einzelstrangschäden auf, die durch Exzisionsreparaturmechanismen (BER, NER und MMR) 
recht schnell und fehlerfrei repariert werden können. Zum anderen treten Doppelstrangbrüche 
auf, welche mithilfe von homologer Rekombination (HR) oder „Non-Homologen Endjoining“ 




Eine bessere Untersuchung der Effekte von therapeutischer Bestrahlung sowohl in Tumoren 
als auch im Normalgewebe, soll zukünftig eine noch effektivere Tumortherapie und 
gleichzeitig eine Verringerung der Nebenwirkungen im Normalgewebe bewirken. 
 
1.1 Der Einsatz von Radioprotektoren in der Medizin 
Da ein Großteil der durch die therapeutische Strahlentherapie ausgelösten Zellschäden über 
die Bildung von Radikalen ausgelöst werden, wurde schon früh versucht diesen Effekten im 
gesunden Gewebe entgegenzuwirken (Friedberg 2006). Hierfür wird der Einsatz von 
Radikalfängern als Radioprotektoren untersucht. 
Hanno Krieger definiert Radioprotektoren daher als Substanzen, die die 
Elektronenentzugsrate durch Neutralisation der Radikale verringern. Solche Stoffe müssen 
vor der Strahlenexposition ins Gewebe eingebracht werden, da Radikale innerhalb von 
Mikrosekunden nach Bestrahlung Gewebeschäden verursachen können (Krieger 2009).  
Wichtig beim Einsatz von Radioprotektoren ist jedoch, dass sie nicht Krebszellen und 
Normalgewebe gleichermaßen schützen, da dies einem Therapieerfolg entgegenstünde 
(Krieger 2009). 
Natürlicherweise sind alle unsere Zellen einer geringen natürlichen Strahlenbelastung 
ausgesetzt, die sie tolerieren (Planel et al. 1987; Liu 2010). Expositionen mit höheren 
Strahlendosen führen dagegen zu einer erhöhten Rate von Mutationen und Zelltod. 
Der medizinische Einsatz von Radioprotektoren könnte daher die Nebenwirkungen und 
Spätfolgen der Strahlentherapie erheblich verringern und gleichzeitig den Therapieerfolg 
durch den Einsatz höherer Dosen auf den Tumor steigern. Aktuell sind jedoch nur wenige 
Radioprotektoren für den medizinischen Einsatz zugelassen. Als Radioprotektoren dienen vor 
allem einige organische Schwefelverbindungen wie die Thiole, die eine SH-Gruppe als 
funktionelle Gruppe enthalten (Krieger 2009). Zu den Thiolen gehört auch der klinisch 
zugelassene Radioprotektor Amifostin (WR2721) (Grdina et al. 1995; Kouvaris et al. 2007). 
Der zytoprotektive Schutz von Amifostin ist sehr kompliziert, er umfasst das Abfangen freier 
Radikale und die Beschleunigung der Reparatur. Amifostin ist zugelassen, um die sich 
häufende Nierenschädigung in Verbindung mit der wiederholten Gabe von Cisplatin an 
Patienten mit fortgeschrittenem Ovarienkrebs (Eierstockkrebs) zu reduzieren, und zum 
Senken der Häufigkeit von mittlerer bis schwerer Xerostomie bei Patienten, die postoperativ 
eine Bestrahlung bei Kopf-Halstumoren erhielten (Kouvaris et al. 2007). Jedoch hat 




Es wird daher weiter nach effektiveren und mit weniger Nebenwirkungen verbundenen 
Radioprotektoren gesucht. Erste Überlegungen waren, die Regeneration von 
haematopoetischen Stammzellen zu beeinflussen. Das Ziel war es, in den durch die 
Bestrahlung geschädigten Stammzellen das Überleben durch Stimulation der Funktion und 
Regeneration zu verbessern (Whitnall et al. 2000; Landauer et al. 2003). Immunmodulatoren 
und Zytokine stellten dabei die Hauptsubstanzen dieser Kategorie dar (Hosseinimehr 2007).  
 
Natürlich vorkommende Komponenten, welche als Antioxidantien oder Immunstimulanzien 
dienen, waren eine weitere Strategie, um Radioprotektoren mit einer geringeren Toxizität zu 
entwickeln. Als Beispiel hierfür wäre die radioprotektive Wirkung von verschiedenen 
Vitaminen und Vitamin-Derivaten sowie Enzymen und Mineralien zu nennen, welche jedoch 
wie viele andere Substanzen nicht normalgewebsspezifisch wirken und daher Krebszellen 
ebenso schützen. Dieser Effekt verhindert einen klinischen Einsatz (Felemovicius et al. 1995; 
Nair et al. 2003). 
 
Des Weiteren gibt es die Überlegung Substanzen als Radioprotektoren einzusetzen, die 
endogene Schutzmechanismen, die eine Zelle natürlicherweise gegenüber Strahlung besitzt, 
zu verstärken oder zu beschleunigen, um Radioprotektoren mit einer geringeren Toxizität als 
den Thiolverbindungen zu entwickeln. Am meisten diskutiert werden in diesem Rahmen 
Wachstumshormone und Interleukine, wie z.B. Interleukin 1 (Braunschweiger et al. 1996). 
Zudem stellt der 1985 beschriebene Bowman-Birk-Inhibitor (BBI) einen 
erfolgsversprechenden Vertreter dieser Gruppe dar. Bei BBI handelt es sich um einen 
Proteaseinhibitor, der aus 71 Aminosäuren besteht und in der Sojabohne vorkommt (Birk 
1985).  
Dittmann et al. konnten 1995 zeigen, dass eine Inkubation von Fibroblasten mit 10 µM BBI 
vor Bestrahlung mit 0 - 8 Gray zu einem signifikant besseren Überleben führt (Dittmann et al. 
1995). Diese in vitro Daten konnten dann 2005 auch in vivo bestätigt werden (Dittmann et al. 
2005).  
Hinzu kam die Beobachtung, dass der radioprotektive Effekt von BBI davon abhängig ist, ob 
ein Wildtyp-TP53 in den Zellen vorhanden ist (Dittmann et al. 1998). Diese Beobachtung ist 
von großer Bedeutung, da der Tumorsuppressor TP53 in mehr als der Hälfte aller Tumore 
mutiert ist (Hollstein et al. 1991; Otsuka and Ishioka 2007). Somit wäre bei mehr als 50 % 
aller Strahlentherapien der Einsatz von BBI denkbar, was BBI zu einem vielversprechenden 




BBI scheint einen positiven Einfluss auf die DNA-Reparatur auszuüben und dadurch die Zelle 
nach Bestrahlung zu schützen. Es konnte gezeigt werden, dass BBI die DNA-abhängige 
Proteinkinase (DNA-PK) aktivieren kann und dadurch einen positiven Einfluss auf das 
„Non-Homologe Endjoining“ (NHEJ) ausübt (Dittmann et al. 2003). 
Das NHEJ ist eine der zwei wichtigsten Mechanismen der Zellen zur Reparatur von 
Doppelstrangbrüchen. Während die Homologe Rekombination (HR) nur innerhalb der späten 
S- und der G2-Phase des Zellzyklus und nur bei einer vorhandenen Homologie von mehr als 
100 bp Reparaturen an der DNA durchführen kann, werden mit Hilfe des NHEJ zu jedem 
Zeitpunkt des Zellzyklus Doppelstrangbrüche repariert (Lieber et al. 2010). Zu den bekannten 
Enzymen der NHEJ gehören beispielsweise Ku, DNA-PK, Polymerase lambda, DNA Ligase 
IV und noch viele weitere. 
 
Da BBI ein Peptid darstellt, wurde nach dem aktiven Zentrum dieses Polypeptids gesucht und 
dabei eine Sequenz aus nur 5 Aminosäuren (Ala-Leu-Ser-Tyr-Pro) identifiziert, die einen 
ähnlich protektiven Effekt auf das Überleben von humanen Hautfibroblasten nach 
Bestrahlung zeigte, wie das ursprüngliche BBI (Dittmann et al. 2001a). 
Aus dieser Sequenz konnte wiederum ein phosphoryliertes Tyrosin identifiziert werden, das 
vergleichbare protektive Effekte bei gleicher Konzentration auf das klonogene Überleben von 
TP53-Wildtypzellen hatte (Dittmann et al. 2001b). Auch bei Phosphotyrosin (pTyr) konnte, 
wie zuvor bei BBI, keine protektive Wirkung auf Zellen mit einem mutierten TP53 
beobachtet werden. 
 
Diese Spezifität auf Zellen mit Wildtyp TP53 machen pTyr wie BBI zu vielversprechenden 
Kandidaten von Radioprotektoren, die vielleicht zukünftig in der Radioonkologie 
Verwendung finden können. 
 
1.1.1 Der Radioprotektor Phosphotyrosin 
 
 
Abb.1.1 Schematische Darstellung von Phosphotyrosin (pTyr) (Wanner 2008) 
 
Als eine erste Wirkung von pTyr veröffentlichten Mishra et al. 1993, dass pTyr bei 




Dabei wird das Wachstum in der S-Phase des Zellzyklus gestoppt. Gleichzeitig konnte gezeigt 
werden, dass es auch zu einer Hemmung der Tyrosinphosphorylierung des Epidermalen 
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) kam (Mishra and Hamburger 1993b). 
Als Ursache für die pTyr-vermittelte Wachstumshemmung vermuteten Mishra et al. eine 
Unterdrückung der zellulären Tyrosinphosphorylierung. Sowohl die verringerte Aktivität der 
EGFR-Kinase als auch die Erhöhung der PTPase (Protein Tyrosin Phosphatasen) könnten die 
Inhibierung des Zellwachstums begründen (Mishra and Hamburger 1993a).  
 
In folgenden Arbeiten unseres Labors konnte dann gezeigt werden, dass pTyr in 
mikromolaren Konzentrationen keinen Einfluss auf die Zellproliferation ausübt, jedoch in 
TP53-Wildtypzellen einen radioprotektiven Effekt zeigt (Dittmann et al. 2001a; Dittmann et 
al. 2001b). Es konnte auch gezeigt werden, dass pTyr zu einer Stabilisierung von TP53 in 
Normalgewebszellen führt. Für pTyr sind leider bisher keine in vivo-Daten publiziert. Dafür 
jedoch für das verwandte BBI bei dem man pTyr als aktive Gruppe annimmt. Mithilfe eines 
Beinverkürzungs-Tests bei Mäusen konnte gezeigt werden, dass die Beinverkürzung bei 
Mäusen, die 100 mg/ kg BBI vor Bestrahlung erhalten haben, signifikant reduziert war. Bei 
diesem Assay wird der Normalgewebsschaden (radiogene Fibrose) erfasst und quantifiziert. 
Diese Wirkung war jedoch nur im Normalgewebe, nicht bei Tumoren mit TP53-Mutationen 
zu beobachten (Dittmann et al. 2005). Diese Ergebnisse sind auch für pTyr bereits bestätigt 
worden, jedoch aktuell noch nicht publiziert (Dittmann, persönliche Mitteilung). 
Die Beobachtung von Mishra et al., dass eine pTyr-Inkubation Einfluss auf den EGFR besitzt, 
konnte 2007 von unserer Arbeitsgruppe bestätigt werden. Der radioprotektive Effekt von pTyr 
auf Normalgewebe konnte durch den Einsatz des EGFR-Inhibitors Cetuximab aufgehoben 
werden. Weitere Untersuchungen des EGFR nach pTyr-Inkubation zeigten, dass der EGFR 
am Threoninrest 654 (Thr 654) phosphoryliert wird, wie es auch nach Bestrahlung der Fall ist. 
Die EGFR-Akkumulation im Zellkern nach pTyr-Inkubation ist assoziiert mit der Aktivierung 
der DNA-PK (Dittmann et al. 2007). 
Zudem konnte Gabriele Wanner in ihrer Dissertation 2008 feststellen, dass es nach 
pTyr-Inkubation nicht nur zu einem Anstieg des EGFR, sondern auch zu einer Akkumulation 
des Aryl-Hydrokarbon-Rezeptors (AhR) im Zellkern kommt. Der AhR, auch Dioxin-Rezeptor 
genannt, ist ein zytosolischer Liganden-abhängiger Rezeptor, der vor allem im 
Zusammenhang mit Toxinen bekannt ist. Er ist in der Lage polyzyklische Aromaten als 
Liganden zu binden und wurde 1976 über eine Ligandenbindungsanalyse mit radioaktiv 




Komplex mit weiteren Proteinen vor, u.a. der c-Src Kinase. Nach Aktivierung wird c-Src vom 
AhR-Komplex abgespalten und der AhR translokalisiert, wie der EGFR, nach Aktivierung in 
den Zellkern, wo er mit ARNT (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) ein Dimer 
bildet (Enan and Matsumura 1996; Levine and Perdew 2001). Im Zellkern wirkt der AhR als 
Transkriptionsfaktor und ist in der Lage verschiedene Gene zu aktivieren.  
Gabriele Wanner vermutete aufgrund ihrer Beobachtungen, dass pTyr zu einer Aktivierung 
des AhR führt, dass es anschließend  zu einer Abspaltung der c-Src Kinase kommt und 
letztendlich die Proteinkinase C epsilon den EGFR am Threoninrest 654 phosphoryliert. 
Sowohl der AhR als auch der EGFR akkumulieren anschließend im Zellkernen, wo es 
offenbar auch Interaktionen zwischen beiden gibt (Wanner 2008). 
 
1.2 Die Rolle der Chromatinstruktur für die DNA-Reparatur 
Ein wichtiger Faktor für das Zellüberleben nach Bestrahlung stellt die Fähigkeit der Zelle zur 
effektiven und schnellen Reparatur der entstandenen Einzel- und Doppelstrangbrüche in der 
DNA dar. Da die DNA jedoch nicht offen im Zellkern vorliegt, sondern in einer dynamischen 
aber schwer zugänglichen Chromatinstruktur aus verschiedenen Histonen und weiteren 
Proteinen verpackt ist, muss die DNA für die Reparaturproteine erst zugänglich gemacht 
werden (Kornberg 1974; Kornberg and Thomas 1974). Die Hauptkomponente des Chromatins 
ist das Nukleosom. Es umfasst die DNA, welche um ein Histon-Oktamer gewickelt ist. Dieses 
Oktamer besteht aus einem (H3-H4)2 Tetramer, welches wiederum durch zwei H2A-H2B 
Dimere flankiert ist (Dechassa and Luger 2011). Diese Struktur schützt einerseits die DNA, 
andererseits ermöglicht sie auch die Steuerung von Transkription und Replikation. Daher sind 
Histone auch Ziele von verschiedenen posttranslationalen Modifikationen (PTMs), welche 
Acetylierungen, Methylierungen und Phosphorylierungen beinhalten (Taverna et al. 2007). 
Die meisten PTMs finden dabei am N-Terminus der Histone statt (Kouzarides 2007). 
Die Verpackung des Chromatins ist variabel, Euchromatin repräsentiert dabei beispielsweise 
eine offene Chromatinstruktur mit transkriptionell aktiven Regionen. Typischerweise sind die 
Histone im Euchromatin stark acetyliert und an Lysin 4 und 36 vom Histon H3 methyliert 
(Barski et al. 2007; Guenther et al. 2007). Im Kontrast dazu repräsentiert das 
Heterochromatin, welches 15-25 % des Säuger-Chromatins ausmacht, kondensierte Regionen 
mit niedriger Genaktivität (Peng and Karpen 2008; de Wit and van Steensel 2009). Histone im 
Heterochromatin zeigen einen geringen Acetylierungslevel, dafür eine große Menge von 
Histon H3, welches am Lysin 9 und 36 methyliert ist (Pokholok et al. 2005; Vakoc et al. 




Die Acetylierung von Histonen ist demnach verknüpft mit einer offenen Chromatinstruktur, 
die notwendig ist, um die DNA für Reparaturproteine zugänglich zu machen (Bassing et al. 
2002; Celeste et al. 2002; Celeste et al. 2003). Die Acetylierung von Lysinen treibt dabei die 
Bildung einer gelockerten Chromatinstruktur besonders voran, da durch die Acetylierung die 
negative Ladung der Lysine neutralisiert wird (Wang and Hayes 2008; Choi and Howe 2009). 
Die Entdeckung der Phosphorylierung der H2A-Variante H2AX als eines der ersten 
Ereignisse bei der DNA-Reparatur stellte den ersten Hinweis dar, wie bedeutend die Histon-
Modifikation für die DNA-Reparatur ist (Rogakou et al. 1998). Die phosphorylierte Form des 
H2AX, welche allgemein als ɣH2AX bekannt ist, konzentriert sich nach DNA-
Doppelstrangbrüchen an den DNA-Bruchstellen (Rogakou et al. 1999). Diese Akkumulation 
an den Bereichen der DNA-Defekte ist fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar (Rogakou et 
al. 1999; Paull et al. 2000) und stellt dadurch ein bekanntes Nachweisverfahren für 
Doppelstrangbrüche (DBSs) dar. 
Neben Effekten auf Histon H2A haben DNA-Defekte auch Auswirkungen auf andere 
Histone, wie beispielsweise Histon H3. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass es nicht 
nur während der Replikation zum Einbau neuer Histone H3 kommt, sondern auch nach UV-






1.2.1 Die Bedeutung der Acetyltransferase Tip60 für die DNA-Reparatur 
Einige frühere Arbeiten vermuteten einen Umbau der Chromatinstruktur nach DNA-Schäden 
aufgrund der Beobachtung, dass Chromatin sehr sensitiv gegenüber Nukleasen nach 
Bestrahlung war (Telford and Stewart 1989; Carrier et al. 1999; Rubbi and Milner 2003; Ziv 
et al. 2006). Spätere Arbeiten konnten dann zeigen, dass die ATM-abhängige 
Phosphorylierung des Heterochromatin-Bindeproteins (Kap1) notwendig ist für die globale 
Chromatin-Relaxation (Ziv et al. 2006). 
Kap1 ist ein Repressor der Transkription, welcher Komplexe mit Histon-Deacetylasen, 
Histon-Methyltransferasen und HP1 bildet (Zeng et al. 2008; Li et al. 2010).  
Die ATM-Kinase ist das Produkt des ataxia telangiectasia Gens. Patienten mit ataxia 
telangiectasia zeichnen sich durch eine beeinträchtigte Antikörperproduktion, 
Neurodegenerationen sowie einem erhöhten Risiko an Krebs zu erkranken aus und sind 
extrem sensitiv gegenüber durch Strahlung verursachten DNA-Schäden (Lavin 2008). Es 
konnten mittlerweile hunderte von Proteinen identifiziert werden, die von ATM als Reaktion 
auf DNA-Schäden phosphoryliert werden, darunter Schlüsselproteine der DSB-
Reparatursignalwege wie beispielsweise TP53, Nbs1, chk2 oder H2AX (Matsuoka et al. 
2007; Lavin 2008; Jackson and Bartek 2009). Die Aktivierung von ATM ist daher ein 
entscheidender Schritt bei der Detektion und Reparatur von DSBs. Für die Aktivierung der 
ATM konnten wiederum zwei essenzielle Faktoren identifiziert werden: der MRN-Komplex 
und die Acetyltransferase Tip60 (Uziel et al. 2003; Falck et al. 2005; Lee and Paull 2007).  
 Abb. 1.2 Events der DSB-Erkennung und Reparatu
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Der Tumorsuppressor Tip60 (KAT5) ist eine dauerhaft exprimierte Acetyltransferase, welche 
essentiell für viele Signalwege, wie beispielsweise Transkription, Steroid
Funktionen, Chromatin-Neuorganisation, Histonacetylieru
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und Tip60 ist wiederum für die Aktivierung von Tip60 erforderlich (Sun et al. 2009). Dabei 
wird H3K9me3 erst demethyliert und dann acetyliert, was zur Öffnung der Chromatin-
Struktur führt, welche für die anschließenden Reparaturprozesse notwendig ist (Abb. 1.2).  
Tip60 ist demnach ein bedeutendes Protein für die DNA-Reparatur, da es ein Schlüsselprotein 
der DNA-Relaxation darstellt, welche für den Zugang von Reparaturproteinen unabdingbar 
ist. Dieser wichtige Funktionsschritt könnte einen Ansatzpunkt für einen effektiven 
Radioprotektor darstellen. 
  
1.3 Zusammenhang zwischen Glukosemetabolismus und DNA-Reparatur 
Der Prozess der Erkennung von DNA-Schäden, über die Öffnung dieser, bis hin zur Reparatur 
sind sehr Energie verbrauchende Prozesse (Kruhlak et al. 2006). In der Zelle steht diesen 
Prozessen meist Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) zur Verfügung.  
Für die Generierung von ATP haben aerob wachsende Zellen primär zwei Möglichkeiten: 
zum einen die mitochondriale Atmungskette, zum anderen die Glykolyse. Die 
Energiegewinnung über die mitochondriale Atmungskette stellt dabei mit 36 Molekülen 
ATP/ Glukose die effektivere Form gegenüber der Glykolyse mit nur einer Ausbeute von 2 
Molekülen ATP dar (Pelicano et al. 2006), weswegen aerobe Zellen ihre meiste Energie über 
die mitochondriale Atmungskette gewinnen (Rolfe and Brown 1997).  
Im Gegensatz dazu fand O. Warburg bereits in den 1920er Jahren heraus, dass Tumorzellen 
auch unter aeroben Bedingungen ein gesteigertes Maß an aerober Glykolyse und 
Milchsäuregärung aufwiesen (Warburg 1956b). 
Die Komponenten der mitochondrialen Atmungskette sind an der Mitochondrienmembran 
lokalisiert. Die zwei wichtigsten Prozesse sind: die Elektronentransportkette, welche sich an 
der inneren Mitochondrienmembran befindet und die oxidative Phosphorylierung (Kadenbach 
2003). Beide Prozesse sind über einen Protonengradienten, der über der mitochondrialen 
Membran liegt, aneinander gekoppelt (Mitchell 1961; Mitchell 2011). 
Die Reduktionsäquivalente NADH (Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid) und FADH2 
(Flavin-Adenin-Dinukleotid) leiten Elektronen, die im Citratzyklus gewonnen werden, über 
verschiedene Redoxvorgänge weiter (Balaban 1990). Die Elektronentransportkette endet dann 
in der Übertragung der Elektronen auf das Oxidationsmittel Sauerstoff, welcher letztendlich 
zu Wasser reagiert (Kadenbach 2003). Die dabei freiwerdende Energie wird für die 





Die Glykolyse findet im Zytosol in 10 Einzelschritten statt. Dabei wird ein Molekül Glukose 
zu zwei Molekülen Pyruvat abgebaut, die dabei freiwerdende Energie wird zur Gewinnung 
von ATP genutzt (Pelicano et al. 2006).  
Je nach Sauerstoffgehalt gibt es zwei mögliche Wege zum weiteren Abbau des Pyruvats. 
Unter anaeroben Bedingungen wird Pyruvat über die Laktatdehydrogenase zu Laktat 
abgebaut, während unter aeroben Bedingungen Acetyl-CoA entstehen kann, welches 
anschließend zu CO2 oxidiert wird (Pelicano et al. 2006; Shaw 2006).  
 
Die Beobachtung von O. Warburg, dass viele Tumore eine erhöhte Glykolyse und einen 
gesteigerten Laktat-Metabolismus besitzen, konnte auch in späteren Studien bestätigt werden 
(Pedersen 2007; Yeung et al. 2008). Demnach konnte man feststellen, dass in 70 % aller 
Krebszellen Gene, die im Zusammenhang mit der Glykolyse stehen, überexprimiert werden 
und auch eine erhöhte Glukoseaufnahme gemessen werden konnte (Altenberg and Greulich 
2004). Dieses Phänomen scheint eine Konsequenz aus Defekten der zellulären Atmung, 
onkogenen Veränderungen und der Überexpression von glykolytischen Enzymen und 
metabolischen Transportern zu sein (DeBerardinis 2008). Bedeutend ist dabei die 
Feststellung, dass die Laktatkonzentration positiv korreliert mit Radioresistenz (Sattler et al. 
2010). Es wird vermutet, dass die Korrelation daher zustande kommt, dass Laktat eine 
antioxidative Funktion besitzt (Groussard et al. 2000). 
Wie O. Warburg bereits in den 1920er Jahren beobachtete und 1956 publizierte, zeichnen sich 
Krebszellen durch ein hohes Maß an Milchsäuregärung auch unter aeroben Bedingungen aus, 
während sie kaum mitochondriale oxidative Phosphorylierung zeigen (Warburg 1956a; 
Pedersen 2007; Yeung et al. 2008). Dabei ist der Metabolismus in Krebszellen von 
bestimmten Schlüsselproteinen, wie TP53 oder HIF-1 abhängig (Bensaad and Vousden 2007; 
Yeung et al. 2008). TP53 stellt dabei einen positiven Regulator der oxidativen 
Phosphorylierung durch die Transkription des „Synthesis of Cytochrome-c-Oxidase“-Proteins 
(SCO2), einem Mitglied der COX-2 Montagefaktoren, dar und gleichzeitig hat TP53 einen 
negativen Einfluss auf die Glykolyse über die Aktivierung von TIGAR, einem Inhibitor der 
Fruktose-2,6-biphosphate (Matoba et al. 2006; Bensaad and Vousden 2007; Yeung et al. 
2008; Olovnikov et al. 2009). 
Es konnte auch mittlerweile gezeigt werden, dass der Verlust von TP53 die Milchsäuregärung 
in Krebszellen fördert und dies wiederum steht in Verbindung mit einer höheren Aggressivität 
und Metastasierungswahrscheinlichkeit von Tumoren (Olovnikov et al. 2009; Salminen and 




TP53 bindet direkt an den SCO2-Promotor und erhöht dadurch dessen Transkription und das 
SCO2-Proteinlevel. SCO2 wiederum ist notwendig für den Zusammenbau des COX-
Komplexes, welcher ein Protein der inneren mitochondrialen Membran darstellt, das aus 13 
Untereinheiten besteht (Glerum et al. 1996; Matoba et al. 2006). Es existieren zwei bekannte 
SCO-Proteine: SCO1 und SCO2. SCO2 liegt vorgeschaltet vor SCO1 und ist zwingend 
erforderlich für die COX-2-Synthese (Leary et al. 2004; Leary et al. 2009). Mutationen in 
SCO1 und SCO2 führen zu einer schlechten Formation von COX und dadurch zu einem 
Funktionsausfall der mitochondrialen Atmung. SCO2-Mutationen verursachen daher 
gravierende neonatale Defekte (Salviati et al. 2002; Tarnopolsky et al. 2004). 
Der Effekt von TP53 auf den zellulären Metabolismus konnte in weiteren Studien in 
Verbindung mit der Zellalterung gebracht werden. In Krebszellen agiert das TP53-
Signalmolekül AMPK (AMP- activated proteine kinase) als ein Energiesensor und steigert die 
Glykolyse (Towler and Hardie 2007; Demidenko et al. 2010). Zudem ist AMPK in der Lage 
TP53 in einem Feed-back-Loop zu aktivieren, was wiederum das zelluläre Überleben und 
Altern fördert (Jones et al. 2005). 
AMPK ist ein Sensor des zellulären Energiestatus und lässt sich in allen eukaryotischen 
Zellen nachweisen. Bei Anstieg des AMP:ATP-Verhältnisses wird AMPK durch 
Phosphorylierung aktiviert. Anschließend ist AMPK in der Lage, energieerzeugende Prozesse 
(Glukoseaufnahme, Metabolismus etc.) zu aktivieren und gleichzeitig sehr 
energieverbrauchende Prozesse wie Biosynthese, Zellwachstum und Proliferation zu stoppen 
(Towler and Hardie 2007). 
Zudem gibt es eine Verbindung zwischen AMPK und der Regulation der Autophagie (Huang 
and Snider 1995; Wang et al. 2001). 
Als Initiatorprotein der Autophagie ist AMPK bekannt. AMPK wird bei ATP-Mangel oder 
Umweltstress phosphoryliert und ist danach in der Lage ULK1 (unc-51-like-kinase 1) durch 
Phosphorylierung zu aktivieren. ULK1 ist notwendig für die Autophagie-Induktion und es 
konnte gezeigt werden, dass ULK1-defiziente Mäuse einen gestörten Abbau von 
Mitochondrien während der Retikulozytenreifung zeigten (Kundu et al. 2008), was für eine 
spezifische Rolle von ULK1 in der selektiven Aufnahme von Mitochondrien (Mitophagie) 
spricht.  
Die Aktivierung von ULK1 führt zur Phosphorylierung von Atg13, was eine Translokation 
von Atg13 zu depolarisierten Mitochondrien verursacht (Joo et al. 2011). Die Erzeugung einer 




defekten Mitochondrien, hatte aber keinen Einfluss auf die basale Autophagie durch 






Ein bedeutendes Problem der Strahlentherapie bei Krebspatienten sind die Nebenwirkungen 
im umliegenden gesunden Gewebe. Diese stellen auch einen limitierenden Faktor für die 
Strahlendosis dar. Wäre es möglich, diese Nebenwirkungen deutlich zu reduzieren, könnte 
man sowohl die Lebensqualität der Patienten als auch die Effektivität der Strahlentherapie 
deutlich verbessern. 
Vor einigen Jahren wurde ein potentieller Radioprotektor O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr) 
entdeckt, der bereits in Vorversuchen gute und zielgerichtete Schutzwirkung auf gesunde 
Zellen zeigte. Es stellte sich heraus, dass der positive Effekt einer pTyr-Vorbehandlung auf 
Zellen vor einer Bestrahlung vom Vorhandensein des TP53-Wildtyp-Proteins abhängig ist. Da 
TP53 in den meisten Tumoren mutiert ist, ist dieser Zusammenhang bedeutend für eine 
selektive Protektion. 
Ziel dieser Arbeit war es nun, die Signalwege und die intrazellulären Effekte von pTyr näher 
zu untersuchen. Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit folgende Fragestellungen 
untersucht: 
 
1. Kann die bisherige Vorbehandlungszeit von 16 Stunden verkürzt werden, ohne die 
protektive Wirkung von pTyr auf die Zellen herabzusetzen? 
 
2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Effekt von pTyr auf das klonogene 
Überleben von TP53-Wildtypzellen und der Akkumulation des AhR im Zellkern? 
 
3. Welchen Einfluss hat pTyr auf die DNA-Reparatur und DNA-Struktur? 
 
4. Beeinflusst pTyr den Energiestoffwechsel der Zelle im Vorfeld einer Bestrahlung und 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
2.1.1 Zellen und Zellkulturmedien 
 
Für die Versuche wurden folgende Zelllinien verwendet: 
 
Tab. 2.1: Übersicht der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Beschreibung Herkunft 
A549 Lungenkarzinom (human) ATCC, CCL 
185 
FaDu Plattenepithelkarzinom (human)  ATCC; HTB-43 
HSF7 Hautfibroblasten (human) Unser Labor 
A549PON-P53-wt/-mut Lungenkarzinom (human) (Dittmann et al. 
2003) 
A549-AhR-SH Lungenkarzinom (human) Diese Arbeit 
Siehe 2.2.7 
 
Zur Kultivierung aller verwendeten Zelllinien wurde „Dullbeco’s Modified Eagle Medium“ 
(DMEM) von Gibco verwendet. Dieses wurde ergänzt durch 44 mM NaHCO3 (Biochrom 
AG) und 10 % fötales Kälberserum (FCS) von PAN Biotech GmbH, sowie 1 % Penicillin und 
Streptomycin (Gibco). 
                                                                                                                                                                                                                                                         
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tab. 2.2: Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien 
Produkt Firma 
Nitrocellulose Membran (Optitran) Whatman, GE Healthcare 
Whatman Papier Whatman, GE Healthcare 
96 well Platten Greiner 
Röntgen Filme AGFA 
Sterile Filtertips Biozym 
Zellkulturwaren BD Falcon 
 




Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders erwähnt, von den folgenden 
Firmen bezogen: Sigma-Aldrich, Merck, Roth, Applichem, Serva, BioRad, Amersham 
Biosciences oder Pharmacia Biotech. 
Tab. 2.3: Übersicht über die verwendeten Chemikalien 
Produkt Firma 
ECL-Detection Kit GE Healthcare 
Proteinbestimmungskit Bio-Rad 
Proteaseinhibitoren complete Roche 
Phosphataseinhibitor-Cocktail III Sigma-Aldrich 
Protein-A-Sepharose AmershamBiosciences 
Geneticin Invitrogen 
Hexadimetrine Bromid Sigma-Aldrich 
Puromycin dihydrochlorid Sigma-Aldrich 
Trypsin (10x) Sigma-Aldrich 
Ponceau S-Färbelösung Sigma 
BSA Roth 




Entwickler/ Fixierer (Western-Blot) Agfa 
 
2.1.4 Radiochemikalien 
D-Glukose, [2-3H(N)]    21,2Ci/ mmol  Hartmann Analytic 
Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) [acetyl-3H] 13,1 Ci/mmol  Hartmann Analytic  
 
2.1.5 Geräte 
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Elisa-Reader Anthos labtec 
Beta-Counter Wallac 
Durchflusszytometer Becton Dickinson,  
Modell: FACSCalibur 
Netzgerät für Gelelektrophorese Gibco BRL 
Entwicklungsmaschine Agfa 
Medien-Pumpe KNF Neuberger 
Brutschränke Binder 
 
2.1.6 Lösungen und Puffer 
 
Waschpuffer (für Western-Blot): 
 
13,7 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
80,9 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
0,1 % Tween 20 




13,7 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
80,9 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
pH 7,4 (durch HCl) 
 
Stripping Puffer:  
 
0,2 M Glycerin 
0,1 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
1,0 % Tween 20 
pH 2,2 (durch HCl) 
 
Trenngelpuffer (100 ml): 
 
36,34 g Tris Base 
0,8 g SDS 
pH 8,8 (durch HCl) 
 
Sammelgelpuffer (100 ml): 12,12 g Tris Base 
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 0,8 g SDS 
pH 6,8 (durch HCl) 
 
Laufpuffer (5 L) : 
 
30 g Tris Base 
144 g Glycin 
5 g SDS 
Transfer-Puffer (8 L) : 
 
46,4 g Tris Base 
23,2 g Glycin 
2,96 g SDS 
1,6 L Methanol 
 
SDS-Ladepuffer (2x, 100 ml): 
 
20 ml Glycerol 
2 g SDS 
10 mg Bromphenolblau 
25 ml Sammelgelpuffer 
5 ml β-Mercaptoethanol 
 
Lyse-Puffer (100 ml): 
 
1 % NP40 
0,87 g NaCl 
0,6 g Tris Base 
pH 8,0 (durch HCl) 
 
Kernextraktionspuffer/ Lösung A (10 ml): 
 
100 µl 1M Hepes (pH 7,9) 
40 µl KCl (2,5 M) 
2 µl EDTA (0,5 M) 
10 µl EGTA (0,1 M) 
+ 100 µl Phosphatasecocktail III 
+ ½ Tablette Complete Mini 
Proteaseinhibitor 
 
Coomassie-Blau-Färbelösung (500 ml): 
 
0,25 g CoomassieR 
20 % Methanol  
7,5 % Eisessig 
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2.1.7 Detergenzien und SH-RNA 
Tab. 2.5: Liste der verwendeten Detergenzien und SH-RNA 
Name Beschreibung Endkonzentration Lösungsmittel Firma 












 10 µM H2O Sigma-
Aldrich 





5 µM Ethanol  Invitrogen 
 
Bei Verwendung von Substanzen, die in DMSO oder Ethanol gelöst werden, wurden die 
Kontrollen entsprechend mit der gleichen Konzentration des Lösungsmittels behandelt 
(Vehikel). 
 
2.1.8 Primäre Antikörper 




EGFR Maus, monoklonal BD Falcon 
Lamin B1 Kaninchen, monoklonal Abcam 
Aktin Kaninchen, polyklonal Sigma-Aldrich 
Ah-Rezeptor Maus, monoklonal Abcam 
Pan Histon H3 (D1H2) Kaninchen, monoklonal Cell Signaling 
Histon H3 (K9/ S10) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 
p 21 (12D1) Kaninchen, monoklonal Cell Signaling 
Pan P300 Maus, monoklonal Santa Cruz 
P300 (Lys 1499) Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 
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Tip60 (C-7) Maus, monoklonal Santa Cruz 
COX2 Maus, monoklonal Santa Cruz 
SCO2 Kaninchen, polyklonal Abnova 
SGLT-1 (H-85) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz 
AMPK Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 
pAMPK Kaninchen, polyklonal Cell Signaling 
 
2.1.9 Sekundäre Antikörper 
Tab. 2.7: Übersicht der verwendeten Sekundär-Antikörper 
Sekundärer Antikörper Herkunft Hersteller 
Anti-Maus-IgG Schaf GE-Healthcare 
Anti-Kaninchen-IgG Esel GE-Healthcare 
 
2.1.10 Kits 
Tab. 2.8: Übersicht der verwendeten Kits 
Name Beschreibung Firma 
ATP Assay Kit Nachweis der ATP-
Konzentration 
Abnova 
HAT Assay Reagent Kit Messung der 
Histonacetyltransferase-








2.1.11 Farbstoffe für Durchflusszytometer (FACS) 
Tab. 2.9: Liste der verwendeten FACS-Farbstoffe 
Name Beschreibung Firma 
MitoTracker Green FM Nachweis der relativen 
Mitochondrienzahl 
Invitrogen 









Die verwendeten Zelllinien wurden in wasserdampfgesättigten Brutschränken der Firma 
Binder bei 37 °C und 7 % CO2 kultiviert.  
Für die Versuche wurden nur Zellen verwendet, die sich in der konfluenten Wachstumsphase 
befanden und die humane Hautfibroblasten Zelllinie HSF7 wurde maximal bis zu einer CPD 
von 20 verwendet. 
 
2.2.2 Bestrahlung 
Für die Röntgenbestrahlung der Zellen wurde der Röntgengenerator R225 der Firma Gulmay 
(200 kV, 15 mA) mit einer Dosisleistung von 1 Gray pro Minute verwendet.  
Um unerwünschte Quench-Effekte zu reduzieren, wurde ein 0,5 mm starker Kupferfilter 
zusätzlich verwendet. Der Filter wurde benutzt, um niederenergetische Photonen 
herauszufiltern, die unerwünschte biologische Effekte haben. 
 
2.2.3 Koloniebildungstest (klonogenes Überleben) 
2.2.3.1 Koloniebildungstest mit stationären Zellen 
Zum Nachweis des klonogenen Überlebens der Zelllinien nach Röntgenbestrahlung und/ oder 
Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen wurden konfluente Zellen behandelt und  mit 
0, 1, 2 oder 4 Gray bestrahlt. Nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden wurden die Zellen zu 
je 500 Zellen auf Ø 100 mm Zellkulturschalen  (3 Platten pro Bedingung) mit 20 % FCS 
ausgesät und 10 Tage kultiviert. 
Anschließend wurden die gewachsenen Klone mit 70 % Ethanol für 10 Minuten fixiert und 
mit Coomassie-Blau-Färbelösung gefärbt. Nach 15 Minuten wurde die Färbelösung wieder 
entfernt und die Platten mit Wasser gewaschen. 
Unter dem Binokular wurden alle Kolonien (> 50 Einzel-Zellen) pro Platte ausgezählt und das 
dosisabhängige klonogene Überleben mittels einer halblogarithmisch aufgetragenen 
Überlebenskurve dargestellt. 
 
2.2.3.2 Koloniebildungstest mit log-Phase Zellen 
Zum Nachweis des klonogenen Überlebens von wachsenden Zellen nach Röntgenbestrahlung 
und/ oder Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen wurden die Zellen 24 Stunden vor 
Behandlung bzw. Bestrahlung zu je 500 Zellen auf Ø 100mm Zellkulturschalen  (3 Platten pro 
Bedingung) mit 20 % FCS ausgesät. Nach entsprechenden Behandlungen und anschließender 
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Bestrahlung mit 0, 1, 2 oder 4 Gray wurden die Zellen für 10 Tage kultiviert und dann 
identisch zum Koloniebildungstest mit stationären Zellen fixiert und ausgewertet. 
 
2.2.4 Proteinaufbereitung  
2.2.4.1 Aufbereitung von Gesamt-Proteinlysaten 
Konfluente Zellen wurden in der Zellkulturschale mit kaltem PBS gewaschen und zusammen 
mit 500 µl Lyse-Puffer mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale abgelöst und in ein 
Reaktionsgefäß überführt. Alle weiteren Schritte wurden bei 4 °C durchgeführt. 
Anschließend wurden die Zellsuspensionen mithilfe einer kurzen Ultraschallbehandlung 
lysiert, bei 20.000 g zentrifugiert und die Proteinmenge im Überstand quantifiziert. 
Zur Bestimmung der Proteinmenge jeder Probe wurde der BioRad Proteinquantifizierungs-Kit 
und als Konzentrationsstandard BSA verwendet. 
 
2.2.4.2 Aufbereitung der Kern- und cytoplasmatischen Proteinfraktion 
Konfluente Zellen wurden in der Zellkulturschale mit kaltem PBS gewaschen und zusammen 
mit 400 µl Kernextraktionspuffer mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale abgelöst 
und in ein Reaktionsgefäß überführt. Alle weiteren Schritte wurden bei 4 °C durchgeführt. 
Anschließend folgte eine 30-minütige Inkubation bei 4 °C wonach den Lysaten 25 µl 
10 % iges NP40 zugefügt und alle Proben 10 Sekunden gemischt wurden. Danach wurden die 
Zellen bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Beim Überstand handelt es sich um die cytoplasmatische Proteinfraktion. 
Das Pellet wird dreimal mit kaltem PBS gewaschen, anschließend in 60 µl 
Kernextraktionspuffer mithilfe einer kurzen Ultraschallbehandlung lysiert und bei 14.000 rpm 
zentrifugiert. Beim Überstand dieser Fraktion handelt es sich um die Kern-Proteinfraktion. 
Für die Kern- und Cytoplasma-Proteinfraktion wurde eine Proteinquantifizierung mit dem 
BioRad Proteinquantifizierungs-Kit durchgeführt und als Konzentrationsstandard BSA 
verwendet. 








Die quantitative Auftrennung der Proteine erfolgte mithilfe einer SDS-Page (SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese). Die Proteinproben wurden mit der entsprechenden Menge 
SDS-Ladepuffer gemischt, 5 Minuten bei 100 °C im Wasserbad gekocht und auf ein SDS-Gel 
aufgetragen. 
Die Auftrennung erfolgte dann bei 0,1 mA/ cm2 Gel (Sambrook and Russell 2006). Zur 
Immunodetektion wurden die Proteine anschließend auf eine Nitrozellulosemembran bei 
5,7 mA/ cm2 und 24 V in einem Tankblot über Nacht transferiert. 
Mithilfe einer Ponceau S-Färbelösung wurde die Effektivität der Proteinüberführung 
überprüft und anschließend die Membran in 3 % BSA-Lösung für eine Stunde abgesättigt. 
Für den Proteinnachweis wurde die Membran über Nacht bei 4 °C mit den Primär-
Antikörpern inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer 
gewaschen und anschließend mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundär-
Antikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
Der Nachweis der spezifischen Antikörper-Protein-Bindung wurde durch eine 
Chemolumineszenzreaktion (ECL-Detection Kit) auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht. 
 
2.2.6 Immunopräzipitation 
Für die Immunopräzipitation wurden 2000-4000 µg Gesamtprotein (siehe 2.2.4.1) in 600 µl 
Probenvolumen zusammen mit 5 µl des immunopräzipitierenden Antikörpers für eine Stunde 
bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden 60 µl einer 50 % igen Protein-A-Sepharose-Lösung 
zugegeben und die Proben über Nacht bei 4 °C erneut inkubiert. 
Die Präzipitate wurden danach dreimal mit PBS gewaschen, in 60 µl SDS-Ladepuffer 
aufgenommen und 5 Minuten bei 100 °C im Wasserbad gekocht.  
Die Auftrennung der Proteine und deren Nachweis wurde mittels SDS-Page durchgeführt, wie 
unter 2.2.5 beschrieben. 
 
2.2.7 Transduktion von Zellen mit Lentiviren 
Die Herstellung der A549-AhR-SH-Zellen erfolgte mittels Transduktion durch Lentiviren. 
Die Transduktion wurde anhand des Protokolls von Sigma-Aldrich „MISSION® Lentiviral 
Transduction Particles“ durchgeführt. Dabei wurde eine MOI (Multiplicity of Infection) von 5 
und eine Puromycinkonzentration von 1 µg/ ml verwendet. 
Alle Puromycin-resistenten Klone (insgesamt 12) wurden anschließend auf ihre AhR-
Konzentration im Kern mithilfe eines Western-Blots getestet. Die zwei Klone (4-1 und 4-2), 
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die bei der ersten Testung die potentiell niedrigsten AhR-Konzentrationen aufwiesen, wurden 
danach erneut im Direktvergleich zum A549-Wildtyp und den A549-Leervektor-Zellen auf 
einem Western-Blot betrachtet. 
 
2.2.8 Messung der Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials Δψm 
Mithilfe des Farbstoffs TMRE (Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester) kann eine Messung des 
mitochondrialen Membranpotentials Δψm von Zellen vorgenommen werden. 
TMRE ist ein positiv geladener, rotoranger Farbstoff, der einfach in aktiven Mitochondrien, 
aufgrund deren negativer Ladung, akkumulieren kann. Der Farbstoff wird durch den Laser im 
Durchflusszytometer angeregt und emittiert daraufhin Licht. Die Intensität des Signals 
verkleinert sich mit der Reduktion des mitochondrialen Membranpotentials. 
Für die Messung wurden die Zellen mithilfe von Trypsin von den Kulturschalen gelöst, 
abzentrifugiert (500 x g, 5 Minuten) und dann in einer 25 nM TMRE-Lösung (TMRE in PBS) 
aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C wurden die Messungen 
im Durchflusszytometer durchgeführt. 
Als Positivkontrolle für einen vollständigen Zusammenbruch des mitochondrialen 
Membranpotentials, wurden die Zellen mit CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorphenylhydrazon) 
behandelt. Es wurde jeweils eine Probe exemplarisch mit 1 µM CCCP für 15 Minuten 
inkubiert. 
 
2.2.9 Messung der Mitochondrienzahl 
Für die Messung der Mitochondrienzahl von Zellen wurde der Farbstoff MitoTracker Green 
FM (Invitrogen) verwendet. Der Farbstoff diffundiert über die Plasmamembran und 
akkumuliert in den Mitochondrien.  
Für die Messung wurden konfluente Zellen nach dem jeweiligen Protokoll behandelt 
und/ oder bestrahlt. Die weitere Aufbereitung der Proben erfolgte nach dem Protokoll 
„MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes“ (Invitrogen). Die Färbung der Zellen mit 
dem Farbstoff MitoTracker Green FM erfolgte nach der Fixierung der Zellen mit 60 % igem 
Ethanol für 30 Minuten. 
Die abschließende Messung der Mitochondrienzahl aufgrund der Intensität des MitoTracker 
Green FM-Farbstoffs erfolgte mithilfe eines Durchflusszytometers. 
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2.2.10 Messung der ATP-Konzentration 
Für die Messung der ATP-Konzentration wurden die konfluenten Zellen je nach Protokoll 
behandelt und/ oder bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen in der Zellkulturschale kurz 
mit kaltem PBS gewaschen und dann mithilfe eines Zellschabers in 250 µl ATP-Puffer 
(Abnova, Catalog Nr. KA0806) aufgenommen und in flüssigem Stickstoff kurz eingefroren. 
Die Abtrennung von größeren Proteinen aus dem Zelllysat erfolgte durch Centriconsäulen in 
der Zentrifuge bei 14.000 x g. Die anschließende Messung wurde anhand des Protokolls des 
Abnova „ATP Assay Kits“ vorgenommen. 
Alle Messwerte jedes Versuchs wurden auf relative Werte umgerechnet, wobei der Messwert 
der unbehandelten und unbestrahlten Probe immer auf 1 gesetzt wurde.  
 
2.2.11 Messung der Glukoseaufnahme 
Zur Messung der Glukoseaufnahme wurde das Wachstumsmedium (DMEM mit 10 % FCS 
und 4,5 g Glukose) der Zellen drei Tage nach Aussaat gegen ein Wachstumsmedium mit 
reduziertem Glukosegehalt gewechselt (DMEM mit 10 % FCS und 0,5 g Glukose) und die 
Zellen weitere drei Tage kultiviert. 
Danach wurden die Zellen immer zeitgleich mit pTyr (10 µM) und 3H-D-Glukose (1 µCi/ ml, 
2,77 mM D-Glukose) behandelt. Nach entsprechender weiterer Inkubationszeit bei 37 °C und 
7 % CO2 wurde die Glukoseaufnahme durch dreimaliges Waschen mit kaltem PBS gestoppt. 
Die Lyse der Zellen erfolgte mit Hilfe von 1 mM NaOH. 
Anschließend erfolgte die Messung der von den Zellen aufgenommenen Glukose mittels eines 
Beta-Counters. 
 
2.2.12 Messung der Histon-Acetyltransferaseaktivität von Tip60 
Für die Messung wurden konfluente Zellen nach dem jeweiligen Protokoll behandelt und/ 
oder bestrahlt.   
Für die Immunopräzipitation von Tip60 wurden 2000 µg Gesamtprotein (siehe 2.2.4.1) in 
600 µl Probenvolumen zusammen mit je 5 µl Tip60-Antikörper für eine Stunde bei 4 °C 
inkubiert. Anschließend wurden 60 µl einer 50 % Protein-A-Sepharose-Lösung zugegeben 
und die Proben für eine weitere Stunde bei 4 °C inkubiert. Die Präzipitate wurden danach 
dreimal mit PBS gewaschen und in 50 µl sterilem Wasser aufgenommen. 
Alle weiteren Schritte erfolgten nach dem „HAT Assay Reagent Kit Protokoll“ der Firma 
Millipore. 
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2.2.13 Densitometrische Auswertung und Statistik 
Für die densitometrische Auswertung von Western-Blots wurde die Software von Scion 
image (ImageJ) verwendet. 
Die statistischen Auswertungen zum Vergleich zweier unabhängiger Datenreihen mit jeweils 
mindestens drei unabhängigen Messwerten wurden mittels „student’s t-test“ durchgeführt. 
Dabei wurden p-Werte, die kleiner waren als 0,05 (p < 0,05) als statistisch signifikant 





3.1. Phosphotyrosin (pTyr) induziert einen radioprotektiven Effekt in TP53-Wildtyp-
Zellen in Abhängigkeit von der Präinkubationszeit 
Aus vorangegangenen Arbeiten ist bekannt, dass eine Präinkubation mit 10 µM pTyr über 
einen Zeitraum von 16 Stunden  zu einer Radioprotektion von TP53-Wildtypzellen im 
klonogenen Überleben führt (Dittmann et al. 2001b).  
Um zu überprüfen, ob eine kürzere Behandlung als 16 Stunden mit pTyr in den TP53-
Wildtypzellen A549 ausreicht, um eine signifikante Radioprotektion der Zellen zu erreichen, 
wurden Koloniebildungstests mit Zellen durchgeführt, die 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM 
pTyr vor Bestrahlung (mit 0, 1, 2 oder 4 Gray) behandelt wurden. 
 
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigen A549-Zellen nur einen radioprotektiven 
Effekt nach einer 16-stündigen pTyr-Vorbehandlung. Bei kürzeren Vorbehandlungszeiten (1, 






Abb. 3.1: Koloniebildungstest mit Einzeldosisbestrahlung nach unterschiedlich langen pTyr-Präinkubationszeiten in 
A549-Zellen (wt TP53) 
Klonbildungsrate nach Bestrahlung mit 0, 1, 2 und 4 Gy und einer Präinkubation mit 10 µM pTyr. Die Zellen wurden 24 
Stunden nach Aussaat mit pTyr vorbehandelt und nach entsprechender Inkubationszeit bestrahlt. Nach 10 Tagen wurden die 
Klone (> 50 Zellen) quantifiziert. 








3.2 Abhängigkeit des radioprotektiven Effekts von pTyr auf TP53-Wildtyp-Zellen von 
der Akkumulation des Ah-Rezeptors 
Bereits 2007 konnten Dittmann et al. zeigen, dass es durch eine Behandlung von TP53-
Wildtyp-Zellen mit pTyr zur Akkumulation des EGFR im Zellkern kommt. Diese 
Akkumulation ist zwingend erforderlich für den radioprotektiven Effekt von pTyr. Wird die 
EGFR-Akkumulation durch Zugabe des EGFR-Inhibitors Cetuximab verhindert, kommt es zu 
keiner Radioprotektion der Zellen. 
Für die Akkumulation im Zellkern wird der EGFR zuvor an der Zellmembran phosphoryliert 
und wandert danach in den Zellkern (Dittmann et al. 2010). Hierdurch stellte sich die Frage, 
wie pTyr die Phosphorylierung des EGFR und dadurch die Akkumulation im Zellkern 
begünstigen kann. Aus der Literatur ist bekannt, dass der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) 
über verschiedene Zwischenschritte einen Einfluss auf die cytoplasmatische Aktivierung des 
EGFR ausüben kann (Kahl et al. 1980; Lombardo et al. 1995; Kohle et al. 1999). 
Der AhR ist ein durch Liganden aktivierbarer Transkriptionsfaktor (Poland et al. 1976a). Es 
ist bekannt, dass auch der AhR nach Aktivierung, beispielsweise durch Bestrahlung oder 
zellulären Stress, einer Translokation in den Zellkern unterliegt (Levine and Perdew 2001). 
Außerdem stehen AhR und EGFR im Zusammenhang mit dem Zellüberleben und der DNA-
Reparatur nach Bestrahlung (Rothmund 2010). Dies führte zur Vermutung, dass ein 
Zusammenhang zwischen dem radioprotektiven Effekt von pTyr und dem AhR vorhanden 
sein könnte. 
Um zu untersuchen, ob es zu einer Komplexbildung zwischen dem EGFR und dem AhR nach 
ionisierender Strahlung oder pTyr-Präinkubation gibt, wurde eine Immunopräzipitation (IP) 
des AhR aus Gesamtlysat von A549-Zellen durchgeführt. 
In der IP zeigte sich, dass es sowohl nach Bestrahlung als auch nach pTyr-Präinkubation zu 
einem Anstieg der Komplexbildung zwischen AhR und EGFR kommt (Abb. 3.2). Wobei die 






Abb. 3.2: pTyr- und Strahlungseffekte auf die Bindung zwischen EGFR und AhR 
A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und/ oder 16 Stunden mit pTyr vorbehandelt. Der AhR wurde anschließend in Zellen 
immunopräzipitiert und über SDS-Page analysiert. 
Gezeigt ist ein Blot von 3 unabhängigen Blots, die alle die gleiche Tendenz aufwiesen.  
 
3.2.1 Stabilisierung der nukleären AhR-Proteinmenge nach pTyr-Vorbehandlung 
Da in der IP eine Komplexbildung zwischen AhR und EGFR in Zusammenhang mit 
ionisierender Strahlung, als auch mit pTyr-Präinkubation festgestellt wurde, sollte die 
Akkumulation von AhR und EGFR im Zellkern nach pTyr-Präinkubation näher untersucht 
werden. 
Für alle Western-Blot-Analysen dieser Arbeit wurden konfluente (stationäre) Zellen 
verwendet, da man dadurch zum einen immer gleiche Versuchsvoraussetzungen (alle Zellen 
in G0-Phase) gegeben hatte und zum anderen der stationäre Zustand dem der meisten 
gesunden Zellen des ausgewachsenen Menschen entspricht. 
Um den Zusammenhang zwischen der Akkumulation des EGFR und AhR im Zellkern nach 
pTyr näher zu betrachten, wurden Western-Blot-Analysen der kernständigen Proteinfraktion 
in A549-Zellen nach 1, 3, 6 und 16 Stunden pTyr-Inkubation durchgeführt. 
Nach pTyr-Inkubation von A549-Zellen kommt es bereits nach einer Stunde zu einer erhöhten 
Akkumulation des EGFR und AhR in der Kernfraktion (Abb. 3.3). Nach 16 Stunden pTyr-
Präinkubationszeit wurde die größte signifikante Menge an AhR im Zellkern nachgewiesen 
(p16 = 0,02). Beim EGFR lag die maximal akkumulierte Proteinmenge im Zellkern bereits 









Abb. 3.3: Nukleäre EGFR- und AhR-Akkumulation in A549 (TP53 wt) Zellen nach pTyr-Präinkubation. 
(A) A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 10 µM pTyr behandelt und nach entsprechender 
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung entspricht den Mittelwerten aus drei unabhängigen Versuchen +/- Standardfehler (SE). 
Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehörige Laminkontrolle und anschließend auf den Kontrollwert normiert. 
 
3.2.2. Herstellung von A549 SH-AhR-Zellen (AhR-knockdown) 
Durch die Beobachtung, dass der AhR nach pTyr-Behandlung im Zellkern akkumuliert, stellte 
sich die Frage, ob ein direkter Zusammenhang zwischen dem Effekt von pTyr auf das 
Überleben nach Bestrahlung und der Akkumulation des AhR im Zellkern vorliegt. 
Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem radioprotektiven Effekt von pTyr und 
dem Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor wurde die AhR-Expression mittels RNA-Interferenz 
(RNAi) reduziert. 
Fünf unterschiedliche shRNA-Sequenzen zur RNAi-vermittelten Degradation von AhR-
mRNA-Fragmenten wurden mithilfe von Lentiviren in A549-Zellen transduziert und daraus 
12 Klone isoliert. Von diesen erzeugten Klonen wurden die Klone 4-1 und 4-2, die in ersten 
Testungen die niedrigsten AhR-Level zeigten, noch einmal im Direktvergleich zum A549-
Wildtyp (A549-wt) und dem A549-Leervektor-Klon (A549-LV), sowohl nach Bestrahlung 
mit 4 Gray als auch unbestrahlt, getestet. 
Dabei stellte sich heraus, dass der Klon 4-1 die größte AhR-Reduktion im Zellkern zeigte und 
wurde daher als A549-AhR-SH-Stamm für nachfolgende Experimente ausgewählt (Abb. 3.4). 
  



















































Abb. 3.4: Auswahlverfahren der transduzierten A549-Zellen zur Reduktion der AhR-Proteinkonzentration im Zellkern 
(A) Die Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 4 Gy bestrahlt und nach entsprechender Inkubationszeit die 
Proteine der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung der AhR-Proteinmenge im Zellkern der verschiedenen Zelllinien. Alle Datenpunkte wurden 














































3.2.3 Einfluss einer AhR-Reduktion durch shRNA auf das klonogene Überleben nach 
ionisierender Strahlung 
Zur näheren Betrachtung des Zusammenhangs zwischen der Akkumulation des AhR im 
Zellkern nach pTyr-Präinkubation und dem pTyr-induzierten radioprotektiven Effekt wurde 
der Effekt der pTyr-Behandlung auf die A549-AhR-SH-Zellen im klonogenen Überleben im 
Vergleich zum A549-LV-Stamm überprüft. 
Hierfür wurden die Zellen in der stationären Wachstumsphase mit 10 µM pTyr für 16 Stunden 
vorbehandelt und anschließend mit 0, 1, 2 oder 4 Gray bestrahlt. Nach 6 Stunden erfolgte 
dann die Aussaat von je 500 Zellen pro Kulturplatte. Nach weiteren zehn Tagen wurden die 
Klone (> 50 Zellen) quantifiziert. 
Die Versuchsansätze zeigten, dass der radioprotektive Effekt von pTyr durch die AhR-
Reduktion in den A549-AhR-SH-Zellen nicht aufgehoben werden konnte (Abb. 3.5 A), es 
aber zu einer signifikanten Radiosensitivierung durch den AhR-knockdown im Vergleich zu 






Abb. 3.5: Koloniebildungstest mit Einzeldosisbestrahlung von A549-AhR-SH und A549-LV-Zellen  
Koloniebildungsrate nach Bestrahlung mit 1, 2 und 4 Gy. Die konfluenten Zellen wurden für 16 Stunden mit pTyr 
vorbehandelt und danach bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen für weitere 6 Stunden im Brutschrank inkubiert und auf 
drei parallele Platten je 500 Zellen ausgesät. Nach 10 Tagen wurden die Klone (> 50 Zellen) quantifiziert. 
(A) Überlebensrate der A549-AhR-SH-Zellen mit pTyr-Präinkubation im Vergleich zu unbehandelten Zellen. 
(B) Überlebensrate der A549-AhR-SH-Zellen im Vergleich zu den A549-Leervektor-Zellen. 





3.3 Einfluss von pTyr auf die Chromatinstruktur der DNA durch Histon H3-
Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10)  
Die Gefahr von Röntgenstrahlung für das Zellüberleben besteht vor allem in den verursachten 
DNA-Einzel- und Doppelstrangbrüchen. Die effektive Reparatur dieser Brüche ist der 
entscheidende Faktor für das Zellüberleben nach Bestrahlung.  
Es ist bekannt, dass in pTyr-vorbehandelten Zellen eine schnellere DNA-Reparatur möglich 
ist als in nicht vorbehandelten Zellen. Um einen solchen Effekt auf die DNA-Reparatur zu 
erzielen, muss pTyr einen globalen Wirkungsansatz in der Zelle besitzen. Als ein solcher 
Ansatzpunkt stelle sich beispielsweise die Chromatinstruktur dar. 
In eukaryotischen Zellen ist die DNA mithilfe von Histonen in eine schwer zugängliche, 
kompakte aber dynamische Chromatinstruktur verpackt (Kornberg 1974; Kornberg and 
Thomas 1974). Die Erreichbarkeit der chromosomalen DNA durch Proteine ist aber 
entscheidend für viele zelluläre Prozesse, inklusive der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbrüchen (DSB). Die Acetylierung von Histonen an DSB führt durch 
Chromatinmodifikationen zur Öffnung der DNA und macht diese für Reparaturvorgänge 
zugänglich (Bassing et al. 2002; Celeste et al. 2002; Celeste et al. 2003). 
 
3.3.1 Phosphotyrosin-vermittelte Acetylierung/ Phosphorylierung von Histon H3 in 
Abhängigkeit des TP53-Status der Zellen 
Um zu überprüfen, ob es zu einer Veränderung der Histon H3 (K9/S10) -Acetylierung/ 
Phosphorylierung nach pTyr-Präinkubation kommt, wurde die Histon H3-Acetylierung/ 
Phosphorylierung nach Bestrahlung sowohl nach pTyr-Vorbehandlung als auch unbehandelt 
in verschiedenen Zelllinien mithilfe von Western-Blots überprüft. 
In allen untersuchten TP53-Wildtyp-Zelllinien (A549, A549-AhR-SH und HSF7) konnte ein 
Anstieg der Menge an acetyliertem Histon H3 (K9/S10), entweder nach Bestrahlung oder 
durch 16 Stunden pTyr-Vorbehandlung, beobachtet werden, während die TP53-mutierten 
Zelllinien (FaDu und A549PON-P53-mut) keinen Anstieg der Histon H3 (K9/S10)-
Acetylierung/ Phosphorylierung nach pTyr-Präinkubation zeigten (Abb. 3.6 A-E). 
Auffallend ist, dass pTyr eine ebenso starke Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 
verursacht wie Röntgenstrahlung, eine Kombination von Röntgenstrahlung und pTyr-
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Abb. 3.6: Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) nach Bestrahlung und pTyr –Präinkubation in TP53-
Wildtyp und TP53-mutierten Zelllinien 
Die Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 4 Gy bestrahlt und nach entsprechender Inkubationszeit die Proteine 
der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot analysiert  
A – C: Menge an acetyliertem/ phosphoryliertem Histon H3 (K9/S10) nach Bestrahlung und 16 Stunden pTyr-Vorbehandlung in 
TP53-Wildtyp-Zelllinien (A549, A549-AhR-SH und HSF7). Gezeigt ist jeweils ein repräsentativer Blot aus vier (C) bis fünf (A 
und B) unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
D + E: Menge an acetyliertem/ phosphoryliertem Histon H3 (K9/S10) nach Bestrahlung und 16 Stunden pTyr-Vorbehandlung in 
TP53-mutierten Zelllinien (Fadu und A549PON-P53-mut). Gezeigt ist jeweils ein repräsentativer Blot aus drei (E) bis vier (D) 
unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
Alle H3 (K9/S10) -Datenpunkte der densitometrischen Auswertung wurden zuerst auf die zugehörige Gesamtproteinbande (pan 
















A549PON-P53wt + 16h pTyr
A549PON-P53mut




























Abb. 3.7: Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) nach 16 Stunden Präinkubation mit 10 µM pTyr in 
A549-Zellen (TP53-Wildtyp) 
(A) A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 10 µM pTyr behandelt und nach entsprechender 
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot der Anstieg der Histon H3-Acetylierung/ 
Phosphorylierung analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung der Histon H3 (K9/S10) Acetylierung/ Phosphorylierung. Alle Datenpunkte wurden zuerst 
auf die zugehörige Gesamtproteinbande (pan Histon H3) und anschließend auf den Kontrollwert normiert. 
Gezeigt ist jeweils ein repräsentativer Blot aus vier unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
 
3.3.2 Identifizierung der Histon H3 Acetyltransferase nach pTyr-Inkubation 
Als potentielle Acetyltransferasen für die Histon H3 (K9/S10) –Acetylierung/ 
Phosphorylierung gab es zwei wahrscheinliche Kandidaten: P300 und Tip60. 
P300 ist eine humane Acetyltransferase, die über ihren Einfluss auf die Chromatinstruktur 
auch als Transkriptionsfaktor betrachtet werden kann. Eine erhöhte Aktivität der 
Acetyltransferase P300 nach DNA-Schäden im Zusammenhang mit nicht homologem 



































2004; Das et al. 2009), was die Vermutung bestärkte, sie könnte auch an der pTyr-
vermittelten Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) beteiligt sein. 
Der zweite Kandidat Tip60 gehört zur größten bekannten Familie an Histon-
Acetyltransferasen (HAT-Proteinen), der MYST-Familie, und besitzt nicht nur Histon-
Acetyltransferase-Aktivität, sondern gilt auch als Tumorsuppressor. Auch die Tip60-Aktivität 
wird durch DNA-Schäden verstärkt aktiviert (Hlubek et al. 2001; Nordentoft and Jorgensen 
2003). 
Um zu überprüfen, ob diese beiden HAT-Kandidaten eine pTyr-abhängige Aktivität bzw. 
Akkumulation im Zellkern zeigen, wurden konfluente A549-Zellen mit 10 µM pTyr für 16 
Stunden vorbehandelt und anschließend mit 4 Gy bestrahlt und auf einem Western-Blot 
analysiert. Da die HAT-Aktivität von P300 von der Acetylierung an Lys1499 abhängig ist, 
kann anhand des Verhältnisses von P300 (Lys1499) zu pan P300 die Aktivitätsveränderung 
analysiert werden (Thompson et al. 2004). 
P300 zeigt nach Bestrahlung und 16 Stunden pTyr-Präinkubation keinen Anstieg der 
Aktivität, sondern eine deutliche Reduktion (Abb. 3.8 A, B). Der Proteinlevel von Tip60 
dagegen steigt sowohl nach Bestrahlung, als auch durch alleinige pTyr -Präinkubation an 











Abb. 3.8: pTyr- und Bestrahlungs-induzierte Effekte auf die P300-Aktivität und Tip60-Akkumulation in A549-Zellen 
(A) A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase für 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und anschließend mit 4 Gray 
bestrahlt. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bis 3 Stunden wurden die Proteine der Kernfraktion isoliert und im Western Blot 
analysiert. (B) Densitometrische Auswertung der P300-Aktivität. Alle P300 (Lys1499)- Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehörige 
Gesamtproteinbande (pan P300) und anschließend auf den Kontrollwert normiert. (C) Densitometrische Auswertung des Tip60-Levels. 
Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehörige Laminkontrolle und anschließend auf den Kontrollwert normiert. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
Auch bei Betrachtung des Tip60-Levels nach unterschiedlich langen pTyr-
Vorbehandlungszeiten ist ein deutlicher Anstieg zu beobachten. Das maximale Tip60-Level 
lag, innerhalb der betrachteten Zeitwerte, nach 16 Stunden vor (Abb. 3.9). 
  









































































Abb. 3.9: pTyr-induzierte Tip60-Akkumulation im Zellkern 
(A) A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 10 µM pTyr behandelt und nach entsprechender 
Inkubationszeit die Proteine der Kernfraktion isoliert und im Western-Blot der Anstieg von Tip60 analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung der Tip60-Akkumulation. Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die zugehörige 
Laminkontrolle und anschließend auf den Kontrollwert normiert. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
Um zu überprüfen, ob es eine Komplexbildung zwischen der Acetyltransferase Tip60 und 
dem Histon H3 gibt, wurde eine Immunopräzipitation (IP) aus dem Gesamtlysat von 
konfluenten A549-Zellen durchgeführt. 
In der IP zeigte sich, dass es sowohl nach Bestrahlung zu einem Anstieg der Komplexbildung 
zwischen Tip60 und Histon H3 kommt, als auch durch eine 16-stündige Präinkubation mit 











































Abb. 3.10: pTyr- und Strahlungseffekte auf die Bindung zwischen Histon H3 und Tip60 
(A) A549-Zellen wurden mit 4 Gy bestrahlt und/ oder 16 Stunden mit pTyr vorbehandelt. Tip60 wurde anschließend in den 
Zellen immunopräzipitiert und über SDS-Page analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung der Bindung zwischen Tip60 und Histon H3. Alle Datenpunkte wurden zuerst auf die 
zugehörige Tip60 -Kontrolle und anschließend auf den Kontrollwert normiert. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus vier unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
3.3.3 Phosphotyrosin-vermittelter Anstieg der Tip60-Aktivität  
In den vorangegangenen Western-Blot-Analysen konnte ein Anstieg des Tip60-Proteinlevels 
in der Kernfraktion von A549-Zellen nach pTyr-Behandlung nachgewiesen werden. Da dieser 
Anstieg jedoch keine Aussage über die Aktivität von Tip60 nach Bestrahlung und pTyr-
Inkubation zulässt, wurde ein radioaktiver Histon-Acetyltransferase-Test (HAT-Test) für 
Tip60 durchgeführt. 
Mithilfe des HAT-Tests konnte gezeigt werden, dass es nach pTyr-Behandlung zu einem 
signifikanten Anstieg der Tip60-Aktivität über einen Zeitraum von 16 Stunden kommt 
(p6h = 0,0073, p16h = 0,031, p24h = 0,016), danach fällt die Aktivität langsam wieder ab 
(Abb. 3.11 A).  

































Nach Bestrahlung der Zellen mit 4 Gray zeigten die pTyr-vorbehandelten Zellen innerhalb der 
ersten 40 Minuten eine höhere Tip60-Aktivität als die Kontrolle, anschließend sank die 









Abb. 3.11: pTyr- und Strahlungs-vermittelter Anstieg der Tip60-Aktivität 
(A) A549-Zellen wurden nach entsprechender pTyr-Vorbehandlungszeit mit Tip60 immunopräzipitiert und anschließend die 
Aktivität in einem HAT-Experiment mithilfe von [3H]-Acetyl-CoA analysiert. 
(B) Aktivität von Tip60 in A549-Zellen nach Bestrahlung mit 4 Gy in Kombination mit einer 16-stündigen pTyr-
Präinkubation. Anschließend wurde Tip60 in den Proben immunopräzipitiert und in einem HAT-Experiment mithilfe von 
[3H]-Acetyl-CoA analysiert. 
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3.4 Einfluss einer pTyr-Vorbehandlung auf die ATP-Produktion und Glukoseaufnahme 
der Zellen 
Zellinterne Proteinakkumulationen und Veränderungen der Chromatinstruktur über Histon-
Acetylierung/ Phosphorylierung sind Energie aufbrauchende Prozesse in der Zelle. Die hierfür 
benötigte Energie bezieht die Zelle aus der Verstoffwechslung von Glukose, die sie aus der 
Umgebung aufnimmt. Die aufgenommene Glukose wird anschließend durch die Zelle in den 
Energieträger Adenosintriphosphat (ATP) umgewandelt, der eine unmittelbare 
Energieversorgung von energieverbrauchenden Zellprozessen ermöglicht. 
 
3.4.1 Phosphotyrosin beeinflusst die ATP-Konzentration in TP53-Wildtyp und TP53-
mutierten Zellen 
Um den Einfluss von pTyr auf den Energiehaushalt der Zelle zu untersuchen, wurden 
colorimetrische ATP-Messungen (Abnova, KA0806) der Zelllinien A549 und FaDu 1, 3, 6 
und 16 Stunden nach pTyr-Gabe durchgeführt. 
Bei der Zelllinie A549 wurde zudem auch eine ATP-Messung nach Bestrahlung mit 4 Gray in 
Kombination mit einer pTyr-Präinkubation von 16 Stunden untersucht (Abb. 3.12). 
In allen untersuchten Zelllinien kam es nach pTyr-Behandlung zu einem kurzzeitigen Anstieg 
der ATP-Konzentration innerhalb der ersten 6 Stunden. Nach 16 Stunden näherte sie sich aber 
wieder dem Ausgangslevel an (Abb. 3.12 A, B). 
Nach Bestrahlung mit 4 Gray kommt es in den untersuchten A549-Zellen innerhalb der ersten 
6 Stunden zu einem Absinken der ATP-Konzentration sowohl in den pTyr-vorbehandelten als 
auch in den unbehandelten Zellen. Dabei ist jedoch auffällig, dass die bestrahlungsinduzierte 
ATP-Krise in den pTyr-behandelten Zellen etwas flacher verläuft, als in den unbehandelten 
Zellen. Nach 16 Stunden steigt das ATP-Level sowohl in den behandelten als auch in den 
unbehandelten Zellen wieder an und erreicht nach 48 Stunden annähernd das Ausgangslevel 











Abb. 3.12: Einfluss von pTyr auf die ATP-Konzentration in verschiedenen Zelllinien 
(A) ATP-Konzentration nach unterschiedlich langen pTyr-Präinkubationen in A549-Zellen (TP53-wt). 
(B) ATP-Konzentration nach unterschiedlich langen pTyr-Präinkubationen in FaDu-Zellen (TP53-mut). 
(C) ATP-Konzentrationen in A549-Zellen nach 4 Gy-Bestrahlung im Zusammenhang mit einer pTyr-Präinkubation. 
Die dargestellten Werte stellen den Mittelwert aus drei (B, C) bzw. sechs (A) unabhängigen Versuchen +/- Standardfehler 
(SE) dar. 
 
3.4.2 Glukoseaufnahme nach pTyr-Präinkubation in Abhängigkeit des TP53-Status 
Um zu untersuchen, ob der vorübergehende ATP-Anstieg nach pTyr-Behandlung durch eine 
erhöhte Glukoseaufnahme bewirkt wird, wurde die relative Glukoseaufnahme von A549 und 
A549PON-P53-wt/ -mut –Zellen nach pTyr-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle beobachtet. 
Für diese Messung wurden die Zellen für drei Tage vor dem Versuchsstart in einem 
Wachstumsmedium mit reduziertem Glukosegehalt inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen mit 10 µM pTyr behandelt und bekamen gleichzeitig 3H-Glukose ins Medium. 
Nach entsprechender Inkubationszeit (0, 1, 3, 6 oder 16 Stunden) wurde die nicht 
aufgenommene 3H-Glukose mit dem Medium entfernt, die Zellen gewaschen und 
anschließend mit Hilfe von NaOH aufgeschlossen und die aufgenommene Menge an 3H-



























































































In Wildtyp A549-Zellen konnte eine erhöhte Glukoseaufnahme in den pTyr-behandelten 
Zellen beobachtet werden, deren Differenz zur unbehandelten Kontrolle nach 16 Stunden am 
größten war (Abb. 3.13 A, B). 
In den A549PON-P53-mut-Zellen konnte dagegen kein Unterschied der 
Glukoseaufnahmegeschwindigkeit nach pTyr-Behandlung beobachtet werden (Abb. 3.13 C). 
Mit FaDu-Zellen war diese Testung nicht möglich, da sie sich bereits durch die 








Abb. 3.13: 3H-Glukoseaufnahme nach pTyr-Behandlung 
Messung der aufgenommenen Glukosemenge nach unterschiedlichen Zeiten der pTyr-Präinkubation im Vergleich zur unbehandelten 
Kontrolle in (A, B) A549-Wildtypzellen und (C) A549PON-P53-mut Zellen. Gezeigt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen 


























































































3.5 Einfluss des SGLT1-Inhibitors Phloridzin auf die Glukoseaufnahme und ATP-
Konzentration nach pTyr-Behandlung 
Für die Glukoseaufnahme sind in eukaryotischen Zellen zwei Typen von 
Membrantransporterfamilien bekannt: die Trägerproteinvermittelten Glukose-Uniports 
(GLUTs), die Glukose entlang des Konzentrationsgradienten transportieren und die Natrium-
Glukose-Kotransporter Familie (SGLTs) (Hediger et al. 1995; Olson and Pessin 1996).  
Der Glukosetransporter SGLT-1 ist in der Lage, Glukose auch entgegen des chemischen 
Gradienten mit hoher Affinität, aber geringer Kapazität, zu transportieren.  
Weihua et al. zeigten 2008, dass der EGFR kolokalisiert mit dem Glukosetransporter SGLT-1 
in der Zellmembran vorliegt.  
 
3.5.1 Phloridzin wirkt dem pTyr-vermittelten Effekt auf die Glukoseaufnahme in A549-
Zellen entgegen 
Durch die bekannten Effekte von pTyr auf den EGFR ist zu vermuten, dass die erhöhte 
Glukoseaufnahme nach pTyr-Präinkubation von A549-Zellen durch eine erhöhte Aktivität des 
Glukosetransporters SGLT-1 erfolgt. Um diese Annahme zu überprüfen wurde die 
Glukoseaufnahme von A549-Zellen nach Inkubation mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin 
und in Kombination mit pTyr getestet. 
Die zuvor beobachtete erhöhte Glukoseaufnahme nach pTyr-Behandlung konnte nach 
zusätzlicher Phloridzin-Behandlung nicht mehr beobachtet werden. Zellen, die sowohl mit 
Phloridzin als auch pTyr behandelt wurden, zeigen dabei die geringste Glukoseaufnahme über 






Abb. 3.14. Einfluss von Phloridzin auf die 3H-Glukoseaufnahme nach pTyr-Behandlung 
Messung der aufgenommenen Glukosemenge nach unterschiedlichen Zeiten der pTyr-Präinkubation im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrolle in A549-Zellen in Kombination mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin (500 µM, 24 Stunden).  
Gezeigt sind die Ergebnisse von drei unabhängigen Versuchen +/- SE.   
 
3.5.2 Der SGLT-1-Inhibitor Phloridzin kann den Effekt von pTyr auf die Histon H3 
(K9/S10) –Acetylierung/ Phosphorylierung verändern 
Nach den Beobachtungen, dass Phloridzin die Glukoseaufnahme der pTyr-Behandlung 
beeinflussen kann, sollte nun auch überprüft werden, ob Phloridzin auf die Histon H3 
(K9/S10)-Acetylierung/ Phosphorylierung nach pTyr-Präinkubation und Bestrahlung einen 
Einfluss hat. 
Im Western-Blot zeigte sich, dass die alleinige Phloridzinvorbehandlung zu einem Anstieg 
der Histon-Acetylierung/ Phosphorylierung führt, bei einer Kombination aus Phloridzin- und 
pTyr-Behandlung sinkt die Acetylierung/ Phosphorylierung des Histon H3 (K9/S10) über den 












































Abb. 3.15 : Histon H3-Acetylierung/ Phosphorylierung (K9/S10) nach pTyr–Präinkubation in Kombination mit dem 
SGLT-1-Inhibitor Phloridzin 
A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 500 µM Phloridzin oder DMSO für 24 Stunden behandelt. 
Anschließend erfolgte eine Präinkubation mit 10 µM pTyr für 1 bis 16 Stunden und die Isolierung der Proteinkernfraktion, 
die im Western-Blot analysiert wurde. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot (A) aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
3.5.3 SGLT-1-Akkumulation in der Zelle nach pTyr-Inkubation in Abhängigkeit der 
EGFR-Konzentration 
Da die Behandlung von A549-Zellen mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin einen Einfluss auf 
die verschiedenen zellulären pTyr-Effekte zeigte, sollte überprüft werden, ob es auch zu einer 
Veränderung des SGLT-1-Levels nach pTyr-Behandlung kommt.  
In Western-Blot Analysen konnte jedoch weder in der TP53-Wildtyp Zelllinie A549 noch in 
der TP53-mutierten Zelllinie FaDu eine Veränderung des SGLT-1-Levels durch pTyr-



































Präinkubation beobachtet werden. Es ist jedoch auffällig, dass sowohl der SGLT-1-Gehalt als 
auch die Menge an EGFR in FaDu-Zellen deutlich höher ist als in A549-Zellen (Abb. 3.16).  
 
Abb. 3.16: SGLT1-Akkumulation von A549 und FaDu-Zellen nach pTyr-Behandlung 
Konfluente A549- und FaDu-Zellen wurden für 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und anschließend die 
Proteine isoliert und mithilfe eines Western-Blots analysiert. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot  aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
3.6 Phosphotyrosin-vermittelte Effekte auf Mitochondrien 
TP53-Wildtyp-Zellen gewinnen einen Großteil ihrer Energie über die Atmungskette, während 
Tumorzellen mit mutiertem TP53 vermehrt auf die Glykolyse zurückgreifen werden 
(Pedersen 2007; Yeung et al. 2008).  
Da Phosphotyrosin bisher nur bei TP53-Wildtyp-Zellen eine Verbesserung der Überlebensrate 
nach Bestrahlung gezeigt hat, ist zu vermuten, dass es einen Einfluss von Phosphotyrosin auf 
die aerobe Atmung über die Mitochondrien gibt. 
 
3.6.1 Phosphotyrosin reduziert das Mitochondrienpotential in A549-Zellen 
Die Elektronentransportkette (Atmungskette) und die ATP-Synthase sind an der 
Innenmembran der Mitochondrien lokalisiert. Der elektrochemische Protonengradient, der 
über dieser Membran liegt, treibt u.a. die ATP-Synthase zur Bildung von ATP an. 
Die meiste Kraft des Protonengradienten ist in Form des mitochondrialen Membranpotential 
(MMP) gespeichert, welches vereinfacht den Energiestatus eines Mitochondriums darstellt. 
Für eine effektive Funktion eines Mitochondriums ist ein stabiles MMP notwendig. Ein 
sinkendes MMP wird mit der Erhöhung der mitochondrialen Membranpermeabilität und der 
daraus resultierenden Apoptoseinduktion in Verbindung gebracht, während ein Anstieg des 
MMP (Hyperpolarisation) vor allem durch verschiedene Stresssituationen erzeugt wird und 




Mit Hilfe des lipophilen, kationischen und potentialsensitiven Farbstoffs 
Tetramethylrhodamin-Ethyl-Ester (TMRE) kann eine relative Messung des mitochondrialen 
Membranpotentials in einem Durchflusszytometer vorgenommen werden. 
 
In A549-Zellen konnte nach pTyr-Behandlung, über einen Zeitraum von 16 Stunden ein 
deutliches Absinken des Membranpotentials beobachtet werden (Abb. 3.17 A). 
Bei Kombination einer 16-stündigen pTyr-Präinkubation mit einer anschließenden 
Bestrahlung von 4 Gray veränderte sich das mitochondriale Membranpotential der pTyr-
vorbehandelten Zellen nur minimal, während es in den unbehandelten Zellen zu einem starken 
Absinken unter das Level der pTyr vorbehandelten Zellen kam (Abb. 3.17 B). 
Die Positivkontrolle mit CCCP zeigte einen vollständigen Zusammenbruch des 






Abb. 3.17 Veränderung des mitochondrialen Membranpotentials nach pTyr-Behandlung und in Kombination mit Bestrahlung in 
A549-Zellen 
(A) Konfluente Zellen wurden für 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und anschließend mit dem Farbstoff TMRE gefärbt. 
Die Bestimmung des relativen Mitochondrienpotentials erfolgte dann mithilfe eines Durchflusszytometers. 
Die dargestellten Datenpunkte stellen Mittelwerte aus vier unabhängigen Experimenten +/- Standardfehler (SE) dar. 
(B) Konfluente Zellen wurden für 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und anschließend mit 4 Gy bestrahlt. Nach entsprechender 
weiterer Inkubationszeit (0, 0,5, 1 oder 3 Stunden) wurden die Zellen mit dem Farbstoff TMRE gefärbt. Die Bestimmung des relativen 
Mitochondrienpotentials erfolgte dann mithilfe eines Durchflusszytometers. 
Die dargestellten Datenpunkte stellen Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten +/- Standardfehler (SE) dar. 
Alle Datenpunkte wurden auf die unbestrahlte, unbehandelte Kontrolle normiert. 
 
3.6.2 Einfluss einer pTyr-Präinkubation auf die Mitochondrienzahl 
Die relative Zahl der Mitochondrien wurde mithilfe des MitoTracker Green FM Farbstoffs 
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In den TP53-Wildtyp-Zelllinien A549 und HSF7 kommt es nach Behandlung mit pTyr 
innerhalb der ersten sechs Stunden zu einem Absinken der Mitochondrienzahl, die sich jedoch 
nach 16 Stunden wieder auf den Ausgangswert zurückbewegt. 
FaDu-Zellen, die eine TP53-Mutation besitzen, zeigen dagegen ein tendenziell 











Abb. 3.18 Veränderung der Mitochondrienzahl nach pTyr-Behandlung über einen Zeitraum von 0 bis 16 Stunden. 
Konfluente Zellen wurden für 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und die fixierten Zellen anschließend mit 
MitoTracker Green FM gefärbt und mithilfe eines Durchflusszytometers gemessen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei (A, B) bzw. zwei (mit insgesamt 4 Messwerten, C) unabhängigen Experimenten +/- 
Standardfehler der Zelllinien A549 (A), HSF7 (B) und FaDu (C). 
Alle Datenpunkte wurden auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle (0-Wert) normier.t 
 
Nach Bestrahlung mit 4 Gray steigt die Mitochondrienzahl in A549-Zellen unabhängig von 
einer pTyr-Vorbehandlung über den untersuchten Zeitraum von 48 Stunden an (Abb. 3.20 A). 



























































































behandelten und unbehandelten Zellen. Nach Bestrahlung sinkt die Mitochondrienzahl dann 






Abb. 3.19: Veränderung der Mitochondrienzahl nach Bestrahlung mit 4 Gray in Kombination mit einer pTyr-
Vorbehandlung  
Konfluente Zellen wurden für 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und die fixierten Zellen anschließend mit MitoTracker 
Green FM gefärbt und mithilfe eines Durchflusszytometers gemessen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei unabhängigen Experimenten +/- Standardfehler (SE) der Zelllinien A549 (A) 
und FaDu (B). 
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3.6.3 pTyr-Präinkubation führt zum Anstieg von pAMPK 
Der Energiesensor AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) wird durch das Absinken des ATP-
Levels, Umweltstress oder Glukosemangel aktiviert. Es konnte von mehreren Gruppen 
gezeigt werden, dass AMPK über die Phosphorylierung von ULK1 die Autophagie aktivieren 
kann (Ganley et al. 2009). 
Mit Hilfe der Autophagie können in eukaryotischen Zellen unlösliche Proteinaggregate, 
defekte Mitochondrien oder eingedrungene Pathogene durch Vesikel mit einer 
Doppelmembran umgeben werden, welche dann mit Lysosomen fusionieren um den Inhalt zu 
degradieren.  
Bei Energiemangel der Zellen dient die Autophagie zur Rückgewinnung von Aminosäuren 
zur Produktion von essenziellen Proteinen oder zur Generierung von Substrat für die ATP-
Produktion. 
Nach Behandlung mit pTyr konnte nach einer Stunde im Western Blot bei A549-Zellen ein 
deutlicher Anstieg von pAMPK beobachtet werden, was auf eine Aktivierung der Autophagie 





Abb. 3.20 Anstieg von pAMPK in A549 nach pTyr-Behandlung 
(A) A549-Zellen wurden in der stationären Wachstumsphase mit 10 µM pTyr behandelt und nach entsprechender 
Inkubationszeit die Proteine der cytoplasmatischen Fraktion isoliert und im Western-Blot der pAMPK und AMPK analysiert. 
(B) Alle pAMPK-Datenpunkte der densitometrischen Auswertung wurden zuerst auf die zugehörige Gesamtproteinbande 
(AMPK) und anschließend auf den Kontrollwert normiert 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
3.6.4 Einfluss des SGLT-1-Inhibitors Phloridzin auf den Phosphotyrosin-vermittelten 
Effekt auf die Mitochondrienzahl 
Für die Untersuchung von Phloridzin auf den pTyr-induzierten Effekt der Mitochondrienzahl 
wurden konfluente A549-Zellen mit 500 µM Phloridzin behandelt und nach 24 Stunden für 
zusätzliche 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM Phosphotyrosin inkubiert. Die relative Zahl der 
Mitochondrien wurde anschließend mithilfe des MitoTracker Green FM Farbstoffs unter 






























A549-Zellen, die mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin behandelt wurden hatten nach 
3 Stunden eine erhöhte Zahl an Mitochondrien, nach einer 16-stündigen zusätzlichen 
Behandlung mit pTyr lag die Mitochondrienzahl jedoch wieder deutlich niedriger als in der 
Kontrolle (Abb. 3.21). 
 
Abb. 3.21 Veränderung der Mitochondrienzahl nach pTyr-Behandlung über einen Zeitraum von 0 bis 16 Stunden in 
Kombination mit Phloridzin 
Konfluente A549-Zellen wurden für 24 Stunden mit Phloridzin (500 µM) behandelt und anschließend für 3 oder 16 Stunden 
mit 10 µM pTyr inkubiert. Die fixierten Zellen wurden mit MitoTracker Green FM gefärbt und mithilfe eines 
Durchflusszytometers gemessen. 
Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhängigen Experimenten +/- Standardfehler (SE), die jeweils zur 
unbehandelten Kontrolle normiert wurden. 
 
3.7 Effekte einer pTyr-Behandlung auf mitochondriale Proteine 
Die Cytochrom-C-Oxidase (COX) ist ein wichtiges Protein der mitochondrialen 
Atmungskette und ist bei Eukaryoten aus 13 Untereinheiten zusammengesetzt. Eine dieser 
Untereinheiten, das von der mitochondrialen DNA kodierte Protein MTCO2 (COX2), 
benötigt für den Einbau in den COX-Komplex das TP53-abhängige, kernkodierte Protein 
SCO2 (Synthesis of Cytochrome C Oxidase 2) (Matoba et al. 2006). 
 
3.7.1 Unterschiedliche Expressionsstärke von COX2 und SCO2 in TP53-wt und TP53-
mut-Zellen 
Da TP53-wt Zellen mehr Energie über mitochondriale Atmung erzeugen als TP53-mutierte 
Zellen, wurde mithilfe eines Western-Blots die Menge an COX2 und SCO2 der TP53-wt-
Zelllinie A549 mit der TP53-mut-Zelllinie FaDu verglichen. 
Bei der Western-Blot-Analyse stellte sich heraus, dass die COX2- und SCO2-Mengen in 

































Auch in den A549PON-Zellen zeigten sich ähnliche Unterschiede. Während bei den 
A549PON-P53wt-Zellen die Menge an COX2 nach Bestrahlung, wie auch nach einer 16 
stündigen pTyr-Behandlung, anstieg, lag das COX2 Level in den A549PON-P53mut Zellen 
deutlich niedriger. In den A549PON-P53mut-Zellen stieg das COX2-Level jedoch ebenfalls 
nach Bestrahlung etwas an, eine 16-stündige pTyr-Vorbehandlung konnte diesen Anstieg 






Abb. 3.22 COX2 und SCO2-Konzentration in A549, A549PON und FaDu-Zellen 
Konfluente A549, FaDu (A) und A549PON-Zellen (B) wurden für 1, 3, 6 oder 16 Stunden mit 10 µM pTyr behandelt und 
anschließend die Proteine isoliert und mithilfe eines Western-Blots analysiert. 






3.7.2 Effekt von pTyr auf die Proteinexpression der mitochondrialen Proteine COX2 
und SCO2 in A549 
Um den Effekt einer pTyr-Behandlung auf die mitochondrialen Proteine COX2 und SCO2 zu 
untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass es in den 
ersten 6 Stunden zu Effekten auf die Proteinmengen von COX2 und SCO2 kommt. 
In der Kernfraktion von A549 steigt das COX2-Level innerhalb der ersten 6 Stunden an und 
sinkt dann nach 16 Stunden wieder auf das Ausgangslevel zurück, während SCO2 im selben 
Zeitraum absinkt und ebenfalls nach 16 Stunden wieder die Ausgangsmenge erreicht 
(Abb. 3.23 A). 
In der cytoplasmatischen Fraktion von A549 sinkt die Proteinkonzentration von COX2 in den 
ersten 3 Stunden deutlich ab und steigt dann nach 6 Stunden wieder auf den Anfangswert an. 
Das SCO2-Level liegt dagegen nach pTyr-Behandlung ab einer Stunde nach pTyr-Gabe fast 
durchgängig über dem Ausgangslevel (Abb. 3.23 B). 
 





Abb. 3.23 COX2- und SCO2-Proteinkonzentrationen nach pTyr-Behandlung von A549-Zellen 
Konfluente A549-Zellen wurden 1 bis 16 Stunden mit 10 µM pTyr inkubiert und anschließend (A) die kernständige und (B) 
cytoplasmatische Proteinfraktion isoliert und auf einem Western-Blot analysiert. 
Gezeigt ist jeweils ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Versuchen mit gleicher Tendenz. 
 
In dem Fibroblasten-Zellstamm HSF7 (TP53-wt) zeigt sich in Western-Blot-Analysen ein 
erhöhter COX2-Level sowohl nach pTyr-Vorbehandlung, als auch nach Bestrahlung mit 
4 Gray, in den ersten 3 Stunden. Erst 6 Stunden nach Bestrahlung übersteigt die COX2-





Abb. 3.24 COX2- und SCO2–Proteinkonzentrationen nach pTyr-Behandlung von HSF7-Zellen 
Konfluente HSF7-Zellen wurden 16 Stunden mit 10 µM pTyr inkubiert und anschließend mit 4 Gray bestrahlt. Nach 
entsprechender Inkubationszeit (30 min, 60 min, 3 Stunden oder 6 Stunden) wurde die kernständige- Proteinfraktion isoliert 
und auf einem Western-Blot analysiert. 





Radioprotektoren dienen im Bereich der Krebstherapie dazu, bei therapeutischen 
Bestrahlungen selektiv die gesunden Zellen vor den Auswirkungen der Bestrahlung zu 
schützen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkungsweise des Radioprotektors 
O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr) auf molekularer Ebene näher untersucht. 
 
4.1. Für die radioprotektive Wirkung von pTyr ist eine 16-stündige Vorbehandlung 
notwendig 
Radioprotektoren sind in der Medizin von besonderer Bedeutung, da sie die Nebenwirkungen 
von Strahlentherapien deutlich reduzieren und somit die Lebensqualität der Betroffenen 
verbessern können. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine 
16-stündige Vorbehandlung mit 10 µM pTyr zu einer Radioprotektion von TP53-Wildtyp-
Zellen führt (Dittmann et al. 2001b). Veröffentlichungen zu kürzeren Behandlungszeiten mit 
dieser Konzentration liegen nicht vor. Jedoch zeigte sich in anderen Studien, dass es bereits 
nach drei bis sechs Stunden zu molekularbiologischen Veränderungen in den behandelten 
Zellen kommt (Wanner 2008; Wanner et al. 2008).  
In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass es erst nach 16 Stunden Vorbehandlung 
mit dem Radioprotektor pTyr zu einer signifikanten Radioprotektion in A549-Zellen kommt. 
Die bereits früher beobachteten molekularbiologischen Veränderungen, wie die Stabilisierung 
von TP53 nach drei Stunden Präinkubation, stellen dabei vermutlich nur eine notwendige 
Teilreaktion der pTyr-Behandlung dar, die allein noch nicht ausreicht, um eine 
Strahlenprotektion zu ermöglichen. 
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf die Effekte von 
pTyr innerhalb der notwendigen 16 Stunden Vorinkubationszeit gelegt. 
 
4.2 Der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) ist nicht essentiell für die Wirkungsweise 
des Radioprotektors pTyr 
Ziel dieser Arbeit war es u.a. die Wirkungsweise von pTyr auf die DNA-Reparatur zu 
untersuchen. In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass es nach pTyr-
Inkubation zu einer Akkumulation des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) im 
Zellnukleus kommt. 
Dabei kommt es nach pTyr-Inkubation von Zellen innerhalb von 16 Stunden zur 
Phosphorylierung des EGFR am Aminosäurerest T654 und zur Akkumulation des EGFR im  




Zugabe des EGFR-Inhibitors Cetuximab verhindert, so wird auch der radioprotektive Effekt 
von pTyr aufgehoben (Dittmann et al. 2007). 
In verschiedenen Berichten wird beschrieben, dass die Liganden-unabhängige Modulation des 
Phosphorylierungsmusters des EGFR Src-abhängig über den Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor 
(AhR) reguliert wird (Enan and Matsumura 1996; Kohle et al. 1999). Der AhR ist ein 
Transkriptionsfaktor, der durch Bestrahlung oder durch die Bindung von aromatischen 
Kohlenwasserstoffen und anderen Chemikalien/ Toxinen aktiviert wird. Nach Aktivierung, ist 
der AhR in der Lage, eine Src-abhängige Signalkaskade zu aktivieren (Kahl et al. 1980; Enan 
and Matsumura 1996). Diese Informationen und die Feststellung, dass es nach pTyr-Gabe zu 
einer Akkumulation des AhR in dem Zellkern kommt, haben Gabriele Wanner in ihrer 
Dissertation 2008 dazu bewogen, die Vermutung aufzustellen, dass die Wirkungsweise von 
pTyr über den AhR zu Stande kommt. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einer pTyr- und 
strahlungsinduzierten Bindung von EGFR und AhR kommt. Zudem akkumuliert sowohl der 
EGFR wie auch der AhR nach pTyr-Behandlung im Nukleus. 
Ein Knockdown des AhR konnte jedoch die radioprotektive Wirkung von pTyr nicht 
aufheben, im Gegensatz zum Knockdown des EGFR, wie in einer vorangegangenen Studie 
gezeigt werden konnte (Dittmann et al. 2007). Ein direkter Zusammenhang zwischen der 
Akkumulation des AhR durch pTyr und dem radioprotektiven Effekt konnte daher nicht 
gezeigt werden. 
Dennoch zeigen die Daten auch deutlich, dass der AhR für das Gesamtüberleben nach 
Bestrahlung eine wichtige Funktion besitzt, denn der AhR-Knockdown reduzierte das 
Gesamtüberleben der Zellen nach Bestrahlung signifikant. Es ist daher davon auszugehen, 
dass die Phosphorylierung des EGFR nach pTyr-Inkubation nicht durch den AhR vermittelt 
wird. 
 
4.3 pTyr induzierte Effekte auf die Chromatinstruktur von TP53-Wildtypzellen 
Es ist bereits bekannt, dass es durch pTyr zu einer beschleunigten DNA-Reparatur nach 
ionisierender Bestrahlung kommt (Wanner et al. 2008). In diesem Zusammenhang konnte 
man ebenfalls beobachten, dass pTyr zu einer Akkumulation der DNA-PK, einem 
Schlüsselprotein der DNA-Reparatur, im Zellkern führt (Dittmann et al. 2007). 
Diese Beobachtungen veranlassten uns zu der Annahme, dass pTyr einen direkten Einfluss 




Kommt es nach ionisierender Strahlung zu Schäden an der DNA, muss diese erst für 
Reparaturproteine zugänglich gemacht werden, denn die eukaryotische DNA ist mithilfe 
verschiedener Histone in eine kompakte aber dynamische Chromatinstruktur verpackt, welche 
sie für Proteine schwer zugänglich macht (Kornberg 1974; Kornberg and Thomas 1974). 
Eine sehr bekannte Histon-Modifikation nach ionisierender Bestrahlung ist die 
Phosphorylierung von H2AX zu γH2AX, welche auch für die Quantifizierung von DNA-
Doppelstrangbrüchen (DSBs) genutzt wird. Die Phosphorylierung von H2AX bereitet die 
Bindestellen für DNA-Reparatur-Proteine an die DNA in einem Bereich von 2 Mbp um einen 
DSB herum vor. Anschließend kommt es zur Hyperacetylierung der Histone H3 und H4, was 
zur Öffnung und zur Relaxation der DNA führt. Dies ist für eine effektive Reparatur der 
DNA-Schäden notwendig (Rogakou et al. 1998; Rogakou et al. 1999; Paull et al. 2000). Die 
Acetylierung der Histone H3 und H4 stellt somit einen limitierenden Faktor für die DNA-
Reparatur dar (Wang and Hayes 2008; Choi and Howe 2009). 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einem deutlichen Anstieg der 
Acetylierung/ Phosphorylierung an Histon H3 (K9 / S10) nach pTyr-Präinkubation oder 
Bestrahlung in allen untersuchten TP53-Wildtypzellen kam. Dieser Einfluss von pTyr auf die 
Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 ermöglicht eine Öffnung der 
Chromatinstruktur auch ohne Bestrahlung und dadurch einen schnelleren Zugang für 
Reparatur-Proteine an die DNA nach ionisierender Strahlung. Jedoch zeigte sich beim 
zeitlichen Verlauf der Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 (K9 / S10) nach pTyr-
Behandlung bereits ein starker Anstieg ab drei Stunden Inkubationszeit. Da jedoch im Vorfeld 
bereits gezeigt werden konnte, dass für den vollständigen protektiven Effekt von pTyr drei 
Stunden Präinkubation nicht ausreichend sind, scheint auch die Acetylierung/ 
Phosphorylierung des Histon H3 (K9 / S10) nur ein weiterer Effekt von pTyr in einem 
komplexen Wirkungsspektrum zu sein und passt vom zeitlichen Auftreten zu bereits 
bekannten molekularen Effekten von pTyr. 
Ein Anstieg der Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 (K9 / S10) durch pTyr 
konnte jedoch nicht in den untersuchten TP53-mutierten Zellen beobachten werden (FaDu, 
A549PON-P53mut). Dies könnte darin begründet sein, dass das Grundlevel an Acetylierung 
in den untersuchten TP53–mutierten Zellen bereits höher lag als in den TP53-Wildtypzellen. 
Für die Acetylierung von Histonen an DNA-Schäden oder für die Transkription und 
Translation der DNA sorgen Histon-Acetyltransferasen (HATs). Diese hyperacetylieren nach 
Aktivierung spezifische Histone, was zur Entspannung und Öffnung der DNA-Struktur führt 




Aufgrund von Daten anderer Studien war zu vermuten, dass für die Acetylierung des Histons 
H3 an Lysin 9 am wahrscheinlichsten zwei HATs in Frage kamen: Die Acetyltransferase 
P300 oder Tip60. 
 
P300 und sein Paralog CBP (CREB binding protein) gehören zur KAT3-Familie der humanen 
Acetyltransferasen. Defekte in der Acetylasefunktion von P300 haben schwere Auswirkungen 
für die Zelle, da P300 durch seine Acetylasefähigkeit nicht nur eine wichtige Funktion bei der 
Reparatur von DSBs besitzt, sondern u. a. auch als Transkriptionsfaktor wirkt (Ogryzko et al. 
1996). 
Als weiterer Kandidat wurde Tip60 untersucht. Tip60 ist eine Acetyltransferase aus der 
größten Familie der humanen Acetyltransferasen, der MYST-Familie (Carrozza et al. 2003; 
Squatrito et al. 2006). Über Tip60 und P300 ist bekannt, dass sie Lysine der Histone H3 und 
H4 nach DNA-Doppelstrangbrüchen acetylieren und somit u. a. den Reparaturproteinen 
Ku70, Ku80 und letztlich der DNA-PK den Zugang zu den DSBs ermöglichen (Kimura and 
Horikoshi 1998; Bird et al. 2002; Downs et al. 2004; Kusch et al. 2004; Sun et al. 2005; Murr 
et al. 2006; Tang et al. 2006; Sun et al. 2007; Lin et al. 2009). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es weder nach pTyr-Inkubation noch nach 
Bestrahlung zu einer Steigerung der Aktivität von P300 kommt. Gleichzeitig konnte jedoch 
festgestellt werden, dass Tip60 nach pTyr-Inkubation oder Bestrahlung sowohl im Zellkern 
akkumuliert als auch eine gesteigerte Aktivität aufweist. Zudem konnte eine verstärkte 
Bindung zwischen Histon H3 und Tip60 sowohl nach Bestrahlung als auch pTyr-
Präinkubation beobachtet werden. 
Aufgrund dieser Daten ist davon auszugehen, dass die gesteigerte Acetylierung von Histon 
H3 nach pTyr-Inkubation durch die Histon-Acetyltransferase Tip60 verursacht wird. 
Dittmann et al. haben 2011 in ihrer Arbeit zeigen können, dass es nach EGFR-Knockout zu 
keiner strahlungsinduzierten Aktivität von Tip60 und auch nicht zur Histon H3-Acetylierung/ 
-Phosphorylierung an K9/ S10 kommt. Demnach ist zu vermuten, dass die pTyr vermittelte 
Phosphorylierung des EGFR zur Akkumulation und Aktivierung von Tip60 im Zellkern führt, 
welches dort für die steigende Acetylierung/ Phosphorylierung von Histon H3 an Lysin 9 
bzw. Serin 10 verantwortlich ist. 
Zudem gibt es einen Zusammenhang zwischen Tip60 und TP53. Aus früheren Arbeiten ist 
bekannt, dass für die Produktion eines aktiven P21 TP53 am Lysin 120 acetyliert werden 




Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Akkumulation und Aktivität von Tip60 nach pTyr-
Behandlung in dieser Studie, so sieht man auch hier, dass für die maximale Proteinmenge und 
Aktivität eine Präinkubationszeit von 16 Stunden notwendig ist. Jedoch ist bereits nach einer 
Stunde pTyr-Behandlung ein Anstieg der Tip60-Konzentration als auch dessen Aktivität zu 
beobachten. Diese schnellen Effekte nach pTyr-Behandlung scheinen entweder noch nicht 
auszureichen für einen signifikanten protektiven Effekt oder es sind noch weitere zelluläre 
Vorgänge notwendig, um die Zellen ausreichend auf eine Bestrahlung vorzubereiten. 
 
4.4 pTyr beeinflusst den Metabolismus der Zelle 
Die bisher schon bekannten Effekte von pTyr auf die Chromatinstruktur, der Transport von 
Proteinen aus der Zellmembran in den Kern oder auch die Aktivierung von Proteinen sind 
Energie verbrauchende Prozesse. Es war daher zu erwarten, dass pTyr auch einen starken 
Einfluss auf den Metabolismus besitzt.  
Zellen ziehen Ihre Energie primär aus Glukose, welche sie aus ihrer unmittelbaren Umgebung 
aufnehmen und diese dann auf verschiedenen Wegen in den Energieträger ATP umwandeln, 
der für die einzelnen zellulären Effekte als direkter Energielieferant zur Verfügung steht.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach pTyr-Inkubation in den ersten 
Stunden die ATP-Menge in den Zellen signifikant steigt. Diese vermehrte Produktion an ATP 
kann mehrere Ursachen haben, zum einen kann die Zelle einen erhöhten Bedarf an ATP 
besitzen oder einen verringerten Abbau. Aufgrund des Anstiegs der AMPK-Phosphorylierung 
ist aber zu vermuten, dass das Verhältnis von AMP:ATP gestiegen ist. Dies wird durch den 
Sensor AMPK wahrgenommen und die Produktion von mehr ATP veranlasst (Towler and 
Hardie 2007). Nach 16 Stunden Vorbehandlung sinkt die ATP-Menge in den Zellen jedoch 
wieder nahezu auf den Ausgangslevel ab. Dies bestätigt die Vermutung, dass die pTyr-Effekte 
auf die Zelle, die zur Vorbereitung des radioprotektiven Effekts notwendig sind, nach 16 
Stunden abgeschlossen zu sein scheinen. 
Nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung kommt es zu einem kurzzeitigen Absinken des 
ATP-Gehalts in den Zellen, der sog. ATP-Krise. Diese verläuft in den Zellen, die zuvor mit 
pTyr vorbehandelt wurden, etwas flacher als in den unbehandelten Zellen und der ATP-Level 
liegt auch über den gesamten Untersuchungszeitraum über dem der Kontrolle. 
Dies könnte darauf hindeuten, dass durch die Effekte von pTyr vor der Bestrahlung viele 
energieaufbrauchende Prozesse, die ansonsten nach der Bestrahlung beginnen, bereits im 




Durch den steigenden Energiebedarf der Zellen und der dafür notwendigen Bereitstellung von 
ATP benötigt die Zelle auch eine erhöhte Menge an Glukose als Energielieferanten.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach pTyr-Behandlung die Glukoseaufnahme 
gegenüber den unbehandelten Zellen erhöht war, nach 16 Stunden pTyr-Präinkubation war 
die Differenz der Glukoseaufnahme zwischen den unbehandelten Zellen und denen mit pTyr-
Behandlung am höchsten.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine pTyr-Behandlung direkt oder indirekt die 
Glukoseaufnahme erhöht und somit der Zelle größere Mengen an Energie in Form von ATP 
für weitere energieaufbrauchende Prozesse der Zelle zur effektiven Vorbereitung auf eine 
Strahlenexposition zur Verfügung stehen.  
Zur Aufnahme von Glukose stehen den Zellen prinzipiell zwei Familien an Glukose-
Transportern zur Verfügung. Zum einen die trägerproteinvermittelten Glukose-Uniports 
(GLUTs), die Glukose entlang des Konzentrationsgradienten transportieren und zum anderen 
die Natrium-Glukose-Kotransporter-Familie (SGLTs). Über den Glukosetransporter SGLT-1 
ist aus anderen Studien bekannt, dass dieser kolokalisiert mit dem EGFR in der Zellmembran 
vorliegt (Engelman and Cantley 2008; Weihua et al. 2008). Da die Effekte von pTyr auf den 
EGFR schon lange bekannt sind, wurde vermutet, dass die Erhöhung der Glukoseaufnahme 
nach pTyr-Behandlung möglicherweise über den SGLT-1 vermittelt wird (Dittmann et al. 
2007). Diese Annahme konnte in dieser Arbeit bestärkt werden, da nach Zugabe des SGLT-1-
Inhibitors Phloridzin die Glukoseaufnahme nach pTyr reduziert werden konnte. Es ist daher 
zu vermuten, dass pTyr auf den Gesamtkomplex von EGFR und SGLT-1 aktivierend wirkt, 
wodurch einerseits über den SGLT-1 mehr Glukose in die Zellen transportiert wird und 
andererseits der aktivierte EGFR in den Zellkern wandert, wo er Effekte auf die DNA-
Reparatur hat. In dieser Arbeit konnten auch die Ergebnisse von Weihua et al. 2008 bestätigt 
werden, dass in Zellen, in denen der SGLT-1 hoch reguliert ist, ebenfalls die Expression des 
EGFR verstärkt ist.  
 
Zudem wirkt der SGLT-1-Inhibitor Phloridzin auch negativ auf den Effekt von pTyr auf die 
Acetylierung/ Phosphorylierung des Histons H3 (K9 / S10). So führt eine 24-stündige 
Phloridzin-Behandlung allein zwar zu einer Acetylierung des Histons H3 (K9 / S10), in 
Kombination mit pTyr sinkt diese jedoch sehr schnell ab. Es scheint somit so, als würde 
Phloridzin dem pTyr-Effekt entgegenwirken. Die Aufnahme von Glukose mithilfe des SGLT-





Zellen wandeln aufgenommene Glukose unter aeroben Bedingungen primär über zwei 
mögliche Wege in ATP um: zum einen über die Atmungskette, zum anderen über die 
Laktatproduktion. 
In der vorliegenden Studie wurden die Effekte von pTyr auf die Atmungskette untersucht, da 
Zellen mit Wildtyp-TP53 primär ihre Energie über die Atmungskette gewinnen und der 
radioprotektive pTyr-Effekt bisher nur bei TP53-Wildtypzellen zu beobachten war (Warburg 
1956a; Pedersen 2007; Yeung et al. 2008; Madan et al. 2011). 
Für die Atmungskette ist die Funktion der Mitochondrien von essentieller Bedeutung, denn 
sowohl die Elektronentransportkette (Atmungskette) als auch die ATP-Synthase sind an der 
Innenmembran der Mitochondrien lokalisiert (Kadenbach 2003). Die ATP-Synthase wird 
dabei von einem Protonengradienten angetrieben, der über der mitochondrialen Membran 
liegt und dessen Kraft zum größten Teil in Form des mitochondrialen Membranpotentials 
(MMP) gespeichert ist. Die effektive Funktion der Mitochondrien ist dabei abhängig von 
einem stabilen MMP. Sinkt das MMP rapide ab, so führt dies meist zur Induktion der 
Apoptose, während ein Anstieg zur Hyperpolarisation und somit zu einer erhöhten Produktion 
von ROS führt (Gottlieb et al. 2003; Suski et al. 2012). 
Bei der Untersuchung von Effekten von pTyr auf das MMP konnte ein leichtes Absinken über 
den Zeitraum von 16 Stunden beobachtet werden. Dieses Absinken ist jedoch noch weit über 
der Depolarisationskontrolle mit CCCP, einem Blocker der Elektronentransportkette. Es ist 
daher davon auszugehen, dass dieses erniedrigte MMP noch keine Apoptose einleitet, sondern 
nur eine Stabilisierung darstellt. Eine Initiation der Apoptose würde auch zu einer reduzierten 
Wachstumsgeschwindigkeit nach pTyr-Inkubation führen, dies konnte jedoch bei der 
verwendeten Konzentration in vorangegangenen Untersuchungen nicht beobachtet werden.  
Das stabilisierte MMP verändert sich auch nach ionisierender Bestrahlung in den 
durchgeführten Untersuchungen nicht mehr, während es in den unbehandelten Zellen zu 
einem rapiden Abfall des MMPs nach Bestrahlung kommt und dieses dann wieder auf den 
Level der mit pTyr-vorbehandelten Zellen ansteigt. Dieser vorübergehende starke Abfall des 
MMPs in den unbehandelten Zellen erklärt den stärkeren Abfall des ATP-Levels der 
unbehandelten Zellen nach Bestrahlung. Das reduzierte MMP könnte jedoch auch in einer 
reduzierten Anzahl von Mitochondrien begründet sein. Aus diesem Grund wurden in dieser 
Arbeit auch die Auswirkungen von pTyr auf die Zahl an Mitochondrien untersucht. Dabei 
zeigte sich, dass die Zahl der Mitochondrien in den ersten drei Stunden nach pTyr-
Behandlung sank, nach 16 Stunden jedoch wieder das Ausgangsniveau erreichte. Das stark 




Zahl von Mitochondrien. Eine mögliche Erklärung wäre eine pTyr-assoziierte Abschaltung 
der Mitochondrien. 
Der frühe Effekt auf die Mitochondrienzahl nach pTyr-Inkubation konnte sowohl bei der 
TP53-Wildtyp-Krebszelllinie A549 als auch bei den Hautfibroblasten HSF7 nachgewiesen 
werden. Die Krebszelllinie FaDu, die ein mutiertes TP53 besitzt, zeigte dagegen einen 
Anstieg der Mitochondrienzahl nach pTyr-Behandlung.  
Aufgrund der Beobachtung, dass die Mitochondrienzahl und das MMP in den ersten Stunden 
sinkt, während der ATP-Level zeitgleich ansteigt, ist davon auszugehen, dass der Anstieg des 
ATP-Levels nach pTyr-Behandlung nicht über die mitochondriale Atmung erzeugt wird. Aus 
verschiedenen Studien ist bekannt, dass eine Reduktion der mitochondrialen Atmung einen 
positiven Effekt auf das Zellüberleben nach Bestrahlung hat. Dies scheint vor allem darin 
begründet zu sein, dass beschädigte oder hyperpolarisierte Mitochondrien zu einer verstärkten 
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) führen, welche für die Zelle sehr 
schädliche Folgen haben (Suski et al. 2012). Der beobachtete Einfluss von pTyr auf die Zahl 
und Aktivität der Mitochondrien verhindert eine erhöhte Produktion von ROS nach 
Bestrahlung und wirkt dadurch radioprotektiv. Den höheren Glukoseverbrauch, den die Zellen 
durch eine Umstellung auf Laktatproduktion besitzen, gleichen sie über eine erhöhte 
Glukoseaufnahme mithilfe des SGLT-1-Transporters aus. 
Nach Bestrahlung mit 4 Gray konnte im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden, dass es in 
A549-Zellen zu einem Anstieg der Mitochondrien über einen Zeitraum von 48 Stunden kam, 
es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zellen 
zu geben scheint. 
Bei den FaDu-Zellen ist nur in der unbestrahlten Kontrolle eine erhöhte Mitochondrienzahl in 
den pTyr-vorbehandelten Zellen zu beobachten, anschließend sinkt in den pTyr-behandelten 
Zellen die Mitochondrienzahl auf den Level der unbehandelten ab und bleibt dann über 
48 Stunden stabil.  
Alle molekularen für die Radioprotektion relevanten Prozesse finden daher vor der 
Bestrahlung innerhalb der 16-stündigen pTyr-Vorbehandlungszeit statt.  
Das Absinken der Mitochondrienzahl innerhalb der ersten 6 Stunden nach pTyr-Gabe kann 
verschiedene Ursachen haben. Eine mögliche Ursache des schnellen Absinkens der 
Mitochondrienzahl kann Mitophagie sein. Bei der Mitophagie handelt es sich um eine 
selektive Form der Autophagie bei der Mitochondrien abgebaut werden und die Bestandteile 




Die selektive Elimination von beschädigten oder in Überzahl vorhandenen Mitochondrien 
durch Mitophagie ist einer der bedeutendsten Mechanismen der mitochondrialen 
Qualitätskontrolle (Lemasters 2005; Kim et al. 2007).  
Als Initiatorprotein der Autophagie ist AMPK bekannt. AMPK wird bei ATP-Mangel oder 
Umweltstress phosphoryliert und ist danach in der Lage, ULK1 durch Phosphorylierung zu 
aktivieren. ULK1 gilt als ein Initiatorprotein der allgemeinen Autophagie und, über die 
Aktivierung von Atg13, im Besonderen auch für die Mitophagie (Huang and Snider 1995; 
Wang et al. 2001; Kundu et al. 2008; Joo et al. 2011). 
Nach pTyr-Inkubation kommt es bereits nach einer Stunde zu einem deutlichen Anstieg von 
pAMPK in A549-Zellen. Zum selben Zeitpunkt beginnt die Mitochondrienzahl signifikant zu 
sinken. Diese Korrelation unterstützt die Annahme, dass es nach pTyr-Inkubation anfänglich 
zu einem Anstieg der Mitophagie kommt, was zum Absinken der Mitochondrienzahl führt.  
Eine weitere Bestätigung dieser Annahme lässt sich über die Ergebnisse von Studien zur E3-
Ligase Parkin finden. Kommt es zum Absinken des mitochondrialen Membranpotentials 
(MMP), so führt dies zur Stabilisierung des mitochondrialen Außenmembranproteins PINK1, 
einer Kinase, deren Signale zur Rekrutierung von Parkin zum Mitochondrium führen 
(Narendra et al. 2008; Matsuda et al. 2010; Vives-Bauza et al. 2010). Unter physiologischen 
Bedingungen liegt Parkin inaktiv im Cytosol vor, bei physiologischem und pathologischem 
Stress translokalisiert es jedoch PINK1-abhängig in die beschädigten Mitochondrien, wo es 
mitochondriale Proteine wie VDAC1, Mfn1, Mfn2 und weitere Proteine ubiquitiniert (Gegg et 
al. 2010; Geisler et al. 2010; Matsuda et al. 2010; Poole et al. 2010; Ziviani et al. 2010). 
 
Kommt es in A549-Zellen zu einer Blockierung des SGLT-1 durch den Inhibitor Phloridzin, 
so sinkt auch die Zahl der Mitochondrien. Die Ursache könnte in einem gedrosselten 
Stoffwechsel der Zellen aufgrund des Nährstoffmangels liegen oder in einer Induktion der 
Mitophagie auf Grund des Glukosemangels.  
Werden die mit Phloridzin vorbehandelten Zellen zusätzlich mit pTyr inkubiert, so kommt es 
nach drei Stunden zu einem kurzzeitigen Anstieg der Mitochondrien. Dies lässt sich durch 
den steigenden Energiebedarf der Zelle erklären. Die Inhibierung des SGLT-1 reduziert die 
Aufnahme von Glukose in die Zelle stark, so dass diese versucht, vermehrt Energie über die 
effiziente mitochondriale Atmung zu gewinnen.  
Eine Vorbehandlung mit dem SGLT-1-Inhibitor Phloridzin führte in A549-Zellen zu einer 




reduzierten Versorgung der Zellen mit Glukose kommt, könnte dies ein Zeichen dafür sein, 
dass die Zellen ihren Metabolismus gedrosselt haben. 
 
Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass pTyr Einfluss auf die mitochondriale 
Aktivität und Zahl nimmt, wurden auch die molekularen Effekte auf mitochondriale Proteine 
überprüft. 
Die Cytochrom-C-Oxidase (COX) stellt einen bedeutenden Proteinkomplex der 
mitochondrialen Atmungskette dar. Eine der 13 Untereinheiten dieses Komplexes, COX-2, 
konnte in dieser Arbeit als TP53-Wildtyp-abhängig beobachtet werden. Dies bestätigt die 
Studie von Matoba et. al., die 2006 in Ihrer Studie veröffentlichten, dass sie in TP53-Null-
Zellen eine um 25 % herabgesetzte COX-Aktivität messen konnten. 
Der Faktor SCO2, der für den Einbau von COX2 in den COX-Komplex notwendig ist, wird 
durch TP53-Wildtyp induziert. Eine TP53-Mutation führt aber nach der Studie von Matoba et. 
al., 2006 nicht immer zu einer Veränderung des Proteinlevels, was auch in dieser Arbeit 
bestätigt werden konnte. 
Wir konnten in dieser Arbeit zudem zeigen, dass eine Behandlung von TP53-Wildtyp-Zellen 
mit pTyr auch auf molekularer Ebene Effekte auf das Proteinlevel von COX2 und SCO2 hat. 
Wie schon bei der Messung der Mitochondrienzahl, die innerhalb der ersten 16 -Stunden-
Behandlungszeit zuerst sank und dann wieder das Ausgangslevel erreichte, verläuft das 
COX2-Proteinlevel in der cytoplasmatischen Fraktion parallel.  
Der kurzzeitige Verlust an COX2 wird jedoch von den Zellen schnell durch eine erhöhte 
Translation von COX2 im Endoplasmatischen Retikulum, welches sich in der gezeigten 
Kernfraktion befindet, und die steigende Proteinmenge des Einbaufaktors SCO2 im 
Cytoplasma ausgeglichen. 
Dieser Abbau von Mitochondrien durch Mitophagie und die anschließende Neusynthese von 
Mitochondrien, welche jedoch ein verringertes Potential (geringere Aktivität) aufweisen, 
senkt das Risiko der Zellen vor erhöhten Mengen an ROS durch defekte oder 
hyperpolarisierte Mitochondrien. Zusätzlich ist die ATP-Gewinnung über die Laktatatmung 
deutlich schneller als die der mitochondrialen Atmung.  
Der Wechsel von mitochondrialer Atmung zu Laktatatmung wird zudem durch eine erhöhte 
Menge an Glukosetransportern in der Zellmembran verstärkt. Dies konnte auch in dieser 





Zellen sind durch pTyr-Behandlung somit in der Lage, nach erfolgter Schädigung der DNA 
diese schneller zu reparieren und zusätzlich das Risiko vor weiteren Schäden durch ROS zu 
verringern. 
 
Abb. 4.1: Wirkungsweise von pTyr in TP53-Wildtypzellen 
Schematische Darstellung der bisher bekannten Effekte von pTyr in TP53-Wildtypzellen 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen neue und komplexe Wirkungsweisen des Radioprotektors 
pTyr auf. Dabei sind zwei große Wirkungsspektren besonders hervorzuheben: zum einen die 
Wirkung auf den Metabolismus der Zelle, der die schon lange bekannte TP53-Abhängigkeit 
von pTyr erklären kann und zum anderen die Wirkung auf die Chromatinstruktur, welche die 
ebenfalls schon früher beobachteten Effekte auf die DNA-Reparatur erklären kann. 
Diese neuen Erkenntnisse unterstreichen noch einmal das Potential dieses schon länger 
bekannten Radioprotektors für die  Behandlung von Krebspatienten im Vorfeld einer 
Strahlentherapie. Zukünftig könnte dies die Lebensqualität der Patienten durch eine 






Im Rahmen der Krebstherapie stellt die Strahlentherapie einen sehr wichtigen Teil der 
aktuellen medizinischen Behandlungen dar. Etwa die Hälfte aller Krebspatienten wird neben 
weiteren therapeutischen Maßnahmen, wie Operationen oder Chemotherapie, mit Strahlung 
behandelt. Es ist durch verbesserte Algorithmen und Geräte mittlerweile möglich, die Dosis 
und den zu bestrahlenden Bereich sehr präzise einzugrenzen. Dennoch wird noch immer auch 
gesundes Gewebe bestrahlt. Um die Nebenwirkungen der Strahlentherapie im umliegenden 
gesunden Gewebe so niedrig wie möglich zu halten, können Radioprotektoren eingesetzt 
werden. Ein sehr aussichtsreicher Kandidat ist dabei das in dieser Arbeit näher untersuchte 
O-Phospho-L-Tyrosin (pTyr). 
Es konnte hier gezeigt werden, dass eine 16-stündige Vorinkubation mit pTyr zu einer 
effektiven Radioprotektion der TP53-Wildtypzelllinie A549 führt. Bei kürzeren 
Behandlungszeiten konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. 
Vorangegangene Untersuchungen mit pTyr hatten gezeigt, dass es nach einer Inkubation von 
Zellen mit pTyr zu einer Akkumulation des Epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) und des 
Aryl-Hydrokarbon-Rezeptors (AhR) im Zellkern kommt. In der vorliegenden Arbeit konnte 
diese Beobachtung bestätigt werden und außerdem festgestellt werden, dass es zu einer 
Bindung zwischen dem AhR und dem EGFR nach pTyr-Behandlung kommt. 
Jedoch zeigte ein AhR-Knockdown deutlich, dass das durch eine pTyr-Vorbehandlung 
verbesserte klonogene Überleben nach Bestrahlung nicht vom AhR abhängig ist. Allerdings 
scheint der AhR bedeutend für das Gesamtüberleben nach ionisierender Strahlung zu sein. 
 
Stattdessen konnte diese Arbeit zeigen, dass eine pTyr-Behandlung in TP53-Wildtypzellen zu 
einer verstärkten Öffnung der DNA durch eine verstärkte Acetylierung/ Phosphorylierung an 
Histon H3 (K9/ S10) ohne vorige Bestrahlung führt. Die Öffnung der DNA ist eine wichtige 
Voraussetzung, damit Reparaturproteine an DNA-Schäden gelangen und diese beheben 
können. Dieser Effekt konnte bei den untersuchten TP53-mutierten Zelllinien jedoch nicht 
beobachtet werden, da diese von vornherein ein höheres Acetylierungslevel aufwiesen als die 
TP53-Wildtypzellen. 
Diese Acetylierung an Histon H3 konnte in dieser Arbeit in Zusammenhang mit der Histon-
Acetyltransferase Tip60 gebracht werden. Nach pTyr-Inkubation akkumuliert Tip60 ebenfalls 
in dem Zellkern und zeigt eine gesteigerte Aktivität, was bei der ebenfalls untersuchten 
Acetyltransferase P300 nicht beobachtet werden konnte. 
Da die bereits bekannten pTyr-Effekte sehr energieaufwendige Signalkaskaden in Gang 




bekannt ist, wurden in dieser Arbeit auch die Effekte von pTyr auf den Metabolismus näher 
untersucht. 
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die TP53-Wildtypzellen nach pTyr-Behandlung eine 
erhöhte Aufnahme an Glukose aufwiesen, welche über den Glukosetransporter SGLT-1 
stattfand und zu einem vorrübergehend erhöhten ATP-Level führte. Gleichzeitig sank jedoch 
das mitochondriale Membranpotential ab, was für eine reduzierte Aktivität der Mitochondrien 
spricht. Die Anzahl an Mitochondrien sank ebenfalls kurzzeitig ab, stabilisierte sich nach 
16 Stunden jedoch wieder. 
Die Ursache liegt vermutlich darin, dass die Zellen ihre Energiegewinnung von 
mitochondrialer Atmung auf die bei Bestrahlung stabilere Laktatfermentation verschieben. 
Der vorübergehende Abfall der Mitochondrienzahl ist wahrscheinlich durch Mitophagie 
bedingt, hierfür spricht auch der beobachtete Anstieg des Autophagie-Initiatorproteins 
AMPK. Das vorübergehende Absinken der Mitochondrienzahl konnte auch auf molekularer 
Ebene auf der Basis des Proteinlevels der Cytochrom-C-Oxidase 2 (COX2) und dessen für 
den Einbau in den COX-Komplex notwendigen Faktor SCO2 bestätigt werden. 
Offenbar führt eine pTyr-Inkubation zu einem Abbau von wahrscheinlich älteren oder 
defekten Mitochondrien und einer anschließenden Neusynthese. Gleichzeitig wird aber die 
Aktivität der Mitochondrien herabgesetzt, was die Zellen vor einem erhöhten ROS-Level 
nach Bestrahlung schützt. Die Zelle wird ihre notwendige Energie stattdessen durch die 
Glykolyse decken, für die sie aufgrund der herabgesetzten Effektivität eine gesteigerte Menge 
an Glukose aufnimmt. 
Zusammenfassend kann man festhalten, dass pTyr sowohl einen positiven Einfluss auf die 
DNA-Reparatur hat, als auch Einfluss auf den Metabolismus der TP53-Wildtypzellen ausübt 
und ihnen damit bessere Voraussetzung schafft, wenn es anschließend zu einer Bestrahlung 
der Zellen kommt.  
Es ist zu hoffen, dass diese Erkenntnisse in Zukunft zu einer nebenwirkungsärmeren und 








Abb      Abbildung 
Acetyl-CoA     Acetyl-Coenzym A 
ADP      Adenosindiphosphat 
AhR      Arylhydrokarbonrezeptor 
AMPK     AMP-activated protein kinase 
APS      Ammoniumpersulfat 
ARNT      Arylhydrocarbonreceptor-Nuclear-Translocator 
ATP      Adenosintriphosphat 
BBI      Bowman-Birk-Proteaseinhibitor 
BER      Basen-Excisionsreparatur 
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°C      Grad Celsius 
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g      Gramm 
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h       Stunde(n) 
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Ethansulfonsäure 
HSF  Humane Hautfibroblasten 
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ml  Milliliter 
mm Millimeter 
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Mut Mutation 
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siRNA small interfering RNA 
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